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ABREVIATURAS 
 
spp.   Especies 
ZN   Zielh-Neelsen 
AU   Aureamina 
IFA    Inmunofluorescencia 
PCR   Reacción de la Polimerasa en Cadena 
ADN   Acido Desoxirribonucleico 
H1   Hipótesis 1 
H2   Hipótesis 2 
TM   Técnicas Microscópicas Tradicionales 
CR   Cryptos Strip® 
µm   Micrómetro 
αTNF   Factor de Necrosis Tumoral 
PGE2   Prostaglandinas 
Cl-   Ión cloro 
NaCl   Cloruro de Sodio 
AMP cíclico   Adenosín Monofosfato cíclico 
SIDA   Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 
IFI   Inmunofluorescencia Indirecta 
IFD   Inmunofluorescencia directa 
ELISA   Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas 
FDA   Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos de América 
Codex   Codex Alimentarius 
FAO   Organización de la Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentación 
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OMS   Organización Mundial de la Salud 
OIE   Organización Mundial de Salud Animal 
mL   Mililitros 
g   Fuerza g 
cm   Centímetro 
mM   Milimolar 
µL   Microlitro 
SDS   Dodecilsulfato Sódico 
mg   Miligramo 
min.   Minuto 
V   Volt 
ARN    Ácido Ribonucleico 
ng   Nanogramo 
dNTP   Deoxinucleósido Trifosfato como dATP, dCTP, dTTP y dGTP 
TAE   Tris-Acetato-EDTA 
ARNr   Ácido Ribonucleico ribosomal 
pb   Pares de Bases 
ADNsa   Desoxirribonucleasa 
ARNsa    Ribonucleasa 
pM   Picomolar 
Mg   Magnesio 
Cl   Cloro 
Taq polimerasa  ADN polimerasa termoestable de bacteria Thermus aquaticus  
v/s   versus 
n   Tamaño muestral 
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INTRODUCCIÓN 
 
La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria del aparato digestivo, producida 
por un protozoo parásito obligado del phylum Apicomplexa y del género Cryptosporidium 
spp. (Balatbat et al., 1996; Hunter et al., 2003; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco et al., 2009; 
Xiao, 2010; Cacciò y Widmer, 2014). Aunque las especies de Cryptosporidium se conocen y 
se han descrito desde comienzos del siglo veinte, ha sido a fines de éste cuando se ha 
reconocido como un agente patógeno ampliamente distribuido en diferentes especies 
animales, como en la animales de producción, aves de corral, animales de compañía y de 
vida silvestre, así como una amenaza para la salud pública (Fayer, 2004; Gómez-Couso et 
al., 2005; Fayer y Xiao, 2008; Cacciò y Widmer, 2014). Este protozoario se encuentra 
descrito en todos los continentes (Neira, 2005; Fayer y Xiao, 2008), incluida recientemente 
la Antártica (Fredes et al., 2007, 2008). En los humanos y algunos animales, es considerada 
una zoonosis re-emergente (Fayer, 2004; Almeida et al., 2006; Sunnotel et al., 2006; Smith 
y Nichols, 2010; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014). 
Afecta principalmente a animales recién nacidos y se caracteriza clínicamente por 
distintos grados de diarrea. En los humanos puede llegar a producir, en pacientes 
inmunocomprometidos, una enfermedad clínica grave que se asocia a una severa 
deshidratación, lo que unido a un difícil tratamiento puede ser mortal (Almeida et al., 2006; 
Sunnotel et al., 2006; Del Coco et al., 2009). 
En terneros, especie objeto de estudio de esta experiencia, la enteritis y la diarrea 
son las principales causas de muerte durante sus primeras semanas de vida. Una amplia 
gama de agentes infecciosos pueden estar implicados en esta patología. En general, las 
principales causas son las infecciones bacterianas, aunque agentes virales y protozoarios 
también pueden infectar a los animales de forma concomitante o exclusiva dentro de los 
primeros 10-14 días de edad. Se ha descrito que los terneros infectados con el protozoario 
Cryptosporidium spp. suelen ser asintomáticos, y sólo animales estresados o con una 
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patología concomitante muestran manifestaciones clínicas de una criptosporidiosis (Blowey 
y Weaver, 2004; Del Coco et al., 2008). 
El género Cryptosporidium comprende protozoos que se desarrollan y multiplican 
en las células epiteliales del aparato digestivo y ocasionalmente en otros epitelios como el 
respiratorio y renal, especialmente en individuos inmunocomprometidos (Atías, 1998; 
Cordero del Campillo et al., 1999; Mercado et al., 2007; Neira et al., 2013). Así también, este 
agente biológico tiene una ubicación particular dentro de la célula ya que se sitúa en el 
borde luminal de los enterocitos, localización que se ha definido como intracelular, pero 
extracitoplasmática (Cordero del Campillo et al., 1999; Fayer, 2004; Fayer y Xiao, 2008; Del 
Coco  et al., 2009; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014). Su ciclo biológico se desarrolla 
en dos fases reproductivas: asexuada (esquizogonia) y sexuada (gametogonia), las cuales se 
desarrollan, ambas, dentro del mismo hospedador y en el interior de los enterocitos, donde 
se producen ooquistes, que esporulan en el hospedador, por lo que son inmediatamente 
infectantes (Acha y Szyfres, 2003; Fayer, 2004; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco  et al., 2009; 
Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014), los cuales son expulsados por las heces 
contaminando el medio ambiente, principalmente aguas y suelos (Fayer, 2004; Ramirez y 
Sreevatsan, 2006; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco  et al., 2009; Neira et al., 2013; Cacciò y 
Widmer, 2014). Por esto las vías de transmisión incluyen todos los vehículos que contengan 
un número de ooquistes suficientes para provocar infección, siendo las más comúnmente 
reconocidas para el ser humano el agua y los alimentos (Fayer, 2004; Fayer y Xiao, 2008; 
Smith y Nichols, 2010). De esta manera, desde el punto de vista de salud pública, la 
transmisión indirecta a través de vehículos es factible, ya que es frecuente encontrar 
ooquistes de Cryptosporidium spp. en aguas para consumo humano (Kirby et al., 2003; 
Fayer, 2004; Krewski et al., 2004; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco  et al., 2009; Neira et al., 
2013; Cacciò y Widmer, 2014). 
En consecuencia, la principal transmisión de Cryptosporidium es horizontal y la 
infección ocurre con la ingestión de ooquistes. Sin embargo, en los animales, como por 
ejemplo en terneros, la transmisión del parásito sería principalmente directa, vía fecal-oral, 
y la principal fuente de infección serían las heces excretadas por los animales neonatos con 
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diarrea, aunque también, hay que considerar la eliminación de ooquistes por parte de los 
animales adultos, que actúan como portadores asintomáticos (Cordero del Campillo et al., 
1999; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco  et al., 2008; 2009).  
La criptosporidiosis transmitida por agua es particularmente importante, debido a 
que los ooquistes de Cryptosporidium son resistentes a desinfectantes como el cloro, 
comúnmente utilizado para el tratamiento de aguas (Carpenter et al., 1999 Fayer y Xiao, 
2008). La contaminación de aguas de consumo humano con material fecal de ganado 
bovino o humano, se ha asociado con brotes de diarrea causada por este parásito (Mac 
Kenzie et al., 1994; Rodriguez-Salinas et al., 2000; Fayer, 2004; Smith y Nichols; 2010). Por 
lo anterior este agente debe ser considerado como un importante problema de salud 
pública, ya que los métodos usuales de tratamiento de aguas potables no son 
completamente eficaces en la remoción o inactivación de los ooquistes. 
El número de comunicaciones de brotes de criptosporidiosis en países desarrollados, 
por consumo de aguas contaminadas con este agente, se ha incrementado en los últimos 
años (Atías, 1998; García, 2001; Fayer, 2004; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco  et al., 2009). De 
esta manera, es frecuente encontrar Cryptosporidium spp. en aguas superficiales, 
subterráneas, estuarios de mar y potable (Fayer, 2004; Fayer y Xiao, 2008), por lo que su 
hallazgo podría ser utilizado como un indicador de calidad e inocuidad de agua. 
El hecho de ser infectivos aún en bajas dosis, siendo su dosis mínima infectante de 
1 a 30 ooquistes (DuPont et al., 1995; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco  et al., 2009), así como 
el bajo número de ooquistes presente habitualmente en muestras ambientales 
(LeChevallier et al., 1991), hacen necesarios métodos rápidos y sensibles para detectar 
ooquistes tanto en muestras fecales como en matrices ambientales, como el agua (Fayer, 
2004; Ramirez y Sreevatsan, 2006).  
El método diagnóstico de rutina para el diagnóstico de ooquistes de Cryptosporidium 
spp. en heces animales se realiza a través de la visualización microscópica de éstos con 
técnica de tinción de Zielh-Neelsen modificada (ZN) (Ramirez y Sreevatsan, 2006). Otra 
técnica de tinción para el diagnóstico de este protozoo en muestras clínicas, es la de 
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Aureamina (AU), utilizada principalmente en medicina humana (De Quadros et al., 2006; 
Fayer y Xiao, 2008).  
Además de estas técnicas, en animales también se ha utilizado el examen histológico 
de intestino delgado para localizar el parásito en la mucosa, pero es un método invasivo y 
de escasa sensibilidad (Cordero del Campillo et al., 1999).  
Por otra parte, la técnica diagnóstica más ampliamente usada para la detección de 
Cryptosporidium spp. en muestras de agua es el ensayo de inmunofluorescencia (IFA), 
técnica laboriosa, que requiere un gran número de ooquistes para su detección y presenta 
un alto número de resultados falsos positivos y falsos negativos (Nikaeen et al., 2005; 
Ramirez y Sreevatsan, 2006).  
En los últimos años se han desarrollado a nivel mundial métodos moleculares 
basados en la Reacción de la Polimerasa en Cadena (PCR). Estos últimos han sido aplicados 
a muestras fecales y ambientales, mostrando una alta sensibilidad y especificidad (Fayer, 
2004; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco  et al., 2009), junto con la ventaja de permitir el análisis 
rápido de muchas muestras, de tener un bajo costo y la posibilidad de discriminar entre 
especies (Rochelle et al., 1997; Fayer y Xiao, 2008). 
En Chile, lugar donde se llevó a cabo este estudio, hasta la fecha, al menos en el área 
veterinaria, se ha descrito sólo un protocolo molecular para el diagnóstico de este agente 
parasitario en heces bovinas (Neira-Otero et al., 2005), mostrando una baja prevalencia, a 
pesar de los antecedentes nacionales que indican que ésta sería más bien alta (Gorman et 
al., 1986 y 1989; Campano, 1997). De igual modo, no existen antecedentes bibliográficos 
de laboratorios chilenos que realicen protocolos de detección microscópica, ni molecular 
de Cryptosporidium spp. a partir de muestras de agua. Por ello, resulta de interés desarrollar 
y estandarizar un nuevo protocolo tanto de extracción de ADN, como de ensayo de PCR 
para mejorar la detección molecular de Cryptosporidium género-específico tanto en heces 
diarreicas de terneros, como en muestras de agua contaminadas con el agente, que serían 
la base para contar en un futuro con métodos que permitan la genotipificación de este 
agente. 
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HIPÓTESIS 
 
La creciente importancia de Cryptosporidium ha motivado que su diagnóstico 
empiece a ser habitual entre sus hospedadores. De hecho, al ser un agente zoonótico, ha 
comenzado a estudiarse mediante técnicas moleculares de diagnóstico en varios países, 
incluido Chile, tanto a nivel humano como veterinario. Sin embargo, en nuestro país (Chile), 
hasta la fecha, el diagnóstico de rutina en animales se hace sólo mediante la detección de 
ooquistes en extensiones de heces concentradas y posterior tinción con Ziehl-Neelsen. Es 
probable que este método no detecte a todos los individuos positivos a la infección, por la 
menor sensibilidad de dicha prueba, por lo que los resultados obtenidos pueden no reflejar 
correctamente la realidad. 
Sumado a lo anterior y teniendo en consideración: 
a) que los ooquistes de este protozoario (al igual que quistes y ooquistes de otros 
protozoos) se encuentran presentes en bajo número, proporcionalmente, en el ambiente 
acuático, siendo el agua la principal fuente de infección; 
b) y que no se encuentran disponibles técnicas de cultivo in vitro, que aumenten el 
número de ooquistes previo a su identificación en agua potable y debido a la baja dosis 
infectante de C. parvum y C. hominis en humanos;  
es de gran relevancia poder desarrollar un protocolo de recuperación y detección de 
ooquistes presentes en agua, de manera eficaz, para así diagnosticar con precisión este 
protozoario. 
Por todo lo anterior, la presente tesis plantea las siguientes hipótesis de partida en 
las que se sustentan los objetivos del presente estudio: 
- H1: Los métodos microscópicos tradicionales (Ziehl-Neelsen modificado y 
Aureamina) y la Reacción de la Polimerasa en Cadena (PCR) género-específico permiten 
detectar Cryptosporidium spp. en muestras de heces y agua contaminadas o inoculadas 
artificialmente con este agente zoonótico. 
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- H2: La Reacción de la Polimerasa en Cadena (PCR) es capaz de detectar una menor 
cantidad de ooquistes de Cryptosporidium spp. por volumen de muestra de agua que la 
pruebas microscópicas tradicionales. 
. 
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OBJETIVOS 
 
El objetivo general de este estudio es contribuir al conocimiento del diagnóstico de 
laboratorio tanto microscópico como molecular de Cryptosporidium spp. en muestras de 
heces diarreicas de terneros y de agua inoculada con el agente, mediante la 
implementación y estandarización de protocolos o técnicas microscópicos tradicionales 
(TM) y un ensayo de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) género-específico. 
Para conseguir este objetivo general se plantean unos específicos, que se concretan 
en los siguientes apartados: 
1. Detectar Cryptosporidium spp. mediante tinción de Ziehl Neelsen modificada (ZN) y 
mediante tinción de Aureamina (AU) en muestras de heces bovinas.  
2. Analizar y comparar los resultados obtenidos por ambas técnicas microscópicas. 
3. Confirmar muestras de heces bovinas positivas a Cryprosporidium spp.  mediante un 
“kit” inmunodiagnóstico Crypto Strip ® (CR). 
4. Implementar y estandarizar un ensayo de Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) género-específico que permita la detección de Cryptosporidium presente en 
las muestras de heces bovinas positivas a TM y CR. 
5. Determinar y comparar la sensibilidad analítica (límite de detección) del ensayo de 
PCR y del método de diagnóstico microscópico (ZN), en diluciones crecientes de una 
muestra de heces bovinas positiva a Cryptosporidium spp. 
6. Desarrollar un protocolo que permita recuperar, concentrar y detectar ooquistes de 
Cryptosporidium presentes en diferentes concentraciones de muestras de agua. 
7. Determinar y comparar la sensibilidad analítica (límite de detección) de las TM y PCR 
en estudio, en muestras de agua inoculadas con el agente. 
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Etiología 
 
El género Cryptosporidium, del griego kryptos: oculto; sporos: esporas, fue descrito 
por Tyzzer en 1907 y se encuentra en constante revisión taxonómica. Este ha sido 
considerado en el phylum Apicomplexa, clase Sporozoa, subclase Coccidia, orden 
Eucoccidiida, suborden Eimeriina, familia Cryptosporidiidae (Soulsby, 1987; Cordero del 
Campillo et al., 1999; Fayer y Xiao, 2008; Fayer, 2010, Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 
2014). 
La especiación del género Cryptosporidium es un aspecto en continua revisión. En 
un principio se pensó que era específico de hospedador, si bien estudios posteriores de 
transmisión cruzada demostraron claramente su inespecificidad. Así por ejemplo, las 
primeras descripciones apuntaban a que únicamente cuatro especies deberían ser 
consideradas como válidas, estableciendo la relación en base al hospedador vertebrado que 
las albergaba (mamíferos, aves, reptiles y peces), lo que se modificó posteriormente, 
indicando que las especies parasitarias de mamíferos solo eran dos: C. muris (Tyzzer, 1907) 
y C. parvum (Tyzzer, 1912) (Compañ et al., 1991; Neira et al., 2013).  
En la actualidad, se reconocen alrededor de 25 especies de Cryptosporidium, de los 
más de 40 genotipos descritos en diversos hospederos vertebrados, en base a diferencias 
genéticas, morfológicas y de sitio de infección (Cuadro 1) (Fayer, 2010; Smith y Nichols, 
2010; Cacciò y Widmer, 2014). Entre ellas destacan: C. muris en roedores, C. andersoni en 
vacunos, C. parvum en rumiantes y humanos, C. wrairi en cobayos, C. hominis en humanos, 
C. meleagridis, C. baileyi y C. galli en aves, C. serpentis, C. saurophylum, C. scophthalmi y C. 
varanii en serpientes y lagartos, C. molnari y C. nasorum en peces, C. felis en gatos y C. canis 
en perros (Xiao y Ryan, 2004; Sunnotel et al., 2006; Mercado et al., 2007; Cama et al., 2008).  
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Cuadro 1. Descripción de las 25 especies válidas de Cryptosporidium con sus distintos tipos 
de hospederos (adaptado de Fayer, 2010; Smith y Nichols, 2010; Cacciò y Widmer, 2014). 
 
Especie Hospedero principal Hospedero secundario Sitio de infección 
C. hominis Humanos Dugongo, ovinos Intestino Delgado 
C. parvum Bovinos, humanos, ovinos 
Ciervos, ratones, cerdos, 
camelidos 
Intestino Delgado 
C. viatorum Humanos Desconocido Intestino Delgado 
C. meleagridis Pavos, humanos Loros Intestino Delgado 
C. canis Perros  Humanos Intestino Delgado 
C. felis Gatos Humanos, bovinos Intestino Delgado 
C. suis Cerdos Humanos Intestino Delgado y Grueso 
C. scrofarum Cerdos Peces, humanos  Intestino (estómago) 
C. wrairi Cobayos Desconocido Intestino Delgado 
C. cuniculus Conejos   Humanos Intestino Delgado 
C. muris Roedores Humanos, caprinos Estómago  
C. tyzzeri Roedores Humanos Intestino Delgado 
C. andersoni Bovinos, camellos Ovinos, humanos  Abomaso 
C. bovis Bovinos Ovinos, humanos Intestino Delgado 
C. ryanae Bovinos Desconocido Desconocido 
C. xiaoi Ovinos  Caprinos, canguros, peces Desconocido 
C. ubiquitum Ovinos Bovinos, humanos, ciervos Intestino Delgado 
C. fayeri Canguros  Humanos Intestino Delgado 
C. macropodum Canguros Desconocido Desconocido 
C. baileyi Aves de corral Codornices, avestruces, patos Bursa 
C. galli Pinzones, pollos Desconocido Proventrículo 
C. serpentis Lagartos, serpientes Desconocido Estómago  
C. varanii Lagartos Serpientes Estómago e Int. Delgado 
C. fragile Anfibios Desconocido Estómago 
C. molnari Peces  Desconocido  Estómago (intestino) 
 
En bovinos, son al menos cuatro las especies habitualmente descritas de 
Cryptosporidium que producen infección: C. parvum, de mayor prevalencia en terneros 
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neonatos y la más importante; y C. andersoni, C. bovis y C. ryanae (Santín et al., 2004; 
Geurden et al., 2006, Feng et al, 2007; Fayer, 2010; Cacciò y Widmer, 2014; Björkman et al., 
2015). Además, recientemente también se ha descrito a Cryptosporidium ubiquitum en 
bovinos (Björkman et al., 2015).  
En el ser humano se han descrito 14 especies que provocan infección, siendo alguna 
de las reportadas C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. muris, C. suis y 
C. baileyi (Fayer y Xiao, 2008; Smith y Nichols, 2010; Cacciò y Widmer, 2014). Incluso 
recientemente ha sido formalmente considerada valida en el ser humano Cryptosporidium 
viatorum (Cacciò y Widmer, 2014). En todo caso, las que se describen con mayor potencial 
de parasitar al ser humano son C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis y C. canis (Xiao 
et al., 2004; Feng et al., 2009) siendo C. hominis y C. parvum las más comúnmente presentes 
en muestras clínicas humanas y las responsables de la gran mayoría de los brotes generados 
por consumo de agua contaminada (Xiao et al., 2004; Xiao y Ryan, 2004; Sunnotel et al., 
2006; Mercado et al., 2007; Cama et al., 2008; Pintar et al., 2010). 
Acerca de la relación con su hospedador, el comportamiento de las distintas 
especies varía. Fayer (2004), estableció que C. parvum no es hospedero-específico estricto, 
ya que se ha reportado en más de 155 especies de hospedadores mamíferos. Sin embargo, 
también existen especies de este protozoo que infectan casi exclusivamente a una especie 
u orden animal, como por ejemplo C. fragile que infecta sólo a anfibios, C. galli  en aves, C. 
macropodum en marsupiales, C. molnari  en peces, C. ryanae en búfalos, C. serpentis y C. 
varanii  en reptiles , y C. wrairi que infecta sólo a cobayos (Cavia porcellus) (Cuadro 1); 
mientras que otras infectan predominantemente una especie u orden hospedadora y en 
menor medida a otras (Cuadro 1) (Fayer y Xiao, 2008; Cacciò y Widmer, 2014). 
Algunos autores (Morgan et al., 1999, 2000; Xiao et al., 2004) mencionan que C. 
parvum no es una especie única, sino que está compuesta de al menos ocho genotipos 
distintos, pero morfológicamente iguales. Estos se describen como genotipo humano, 
bovino, ratón, cerdo, mono, perro, marsupial y ferret. Así también, mediante estudios 
epidemiológicos moleculares plantean que el genotipo humano sólo se asocia al hombre, 
el genotipo bovino se ha encontrado tanto en el humano como en rumiantes, mientras que 
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el genotipo perro se ha descrito en humanos asintomáticos (Abe et al., 2002). Los genotipos 
mono, ratón, cerdo, marsupial y ferret han sido encontrados sólo en sus hospederos 
respectivos (Abe et al., 2002; Gomez-Couso et al., 2005).  
En cambio, otros autores (Awad-el-Kariem et al., 1995; Sulaiman et al., 1998; 
Morgan-Ryan et al., 2002; Pereira et al., 2002; Sestak et al., 2002; Peng et al., 2003) han 
demostrado en base a la caracterización molecular de los ooquistes, la presencia de solo 
dos genotipos de C. parvum: uno está asociado con infecciones sólo en humanos y muy rara 
vez en otras especies, actualmente denominado C. hominis (Hashim et al., 2004); y el otro, 
denominado C. parvum, el cual se asocia con infecciones en humanos y bovinos (Sturbaum 
et al., 2001; Gatei et al., 2003; Scorza et al., 2003), aunque C. hominis es el que predomina 
en casos de brotes de criptosporidiosis en humanos (Hashim et al., 2004). 
Por lo relatado, el estado taxonómico de Cryptosporidium spp. está evolucionando 
rápidamente y muchos genotipos son susceptibles de ser descrito formalmente como 
especies en el futuro (Cacciò y Widmer, 2014). 
 
Ciclo biológico y morfología. 
 
Cryptosporidium spp. es un parásito monógeno y heterogenético, lo primero debido 
a que todos los estadios de desarrollo ocurren en un mismo hospedador y lo segundo ya 
que el parásito tiene fases de reproducción asexual y sexual (Soulsby, 1987; Cordero Del 
Campillo et al., 1999; Del Coco et al., 2009; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014). 
El ciclo comienza con la ingestión de ooquistes esporulados por el hospedador 
susceptible. Una vez ingeridos, se produce el desenquistamiento en el tracto 
gastrointestinal del hospedador, es decir, la apertura de la pared del ooquiste a lo largo de 
una línea de sutura, lo que permite que los cuatro esporozoítos contenidos en su interior, 
sean liberados para producir la invasión (Figura 1) (Fayer, 2004; Cacciò y Widmer, 2014).  
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Figura 1: Microfotografía electrónica de barrido del desenquistamiento de un 
ooquiste de Cryptosporidium y la liberación de sus esporozoitos.  
(A) Ooquiste intacto (× 16.000);  
(B) Tres esporozoitos (Sp) saliendo desde el la línea de sutura (Su) (× 16.000);   
(C) Ooquiste vacío (× 16.000);  
(D) Esporozoito liberado con su extremo apical (Ae) (× 14.000) 
Obtenido de: Fayer y Xiao (2008). 
 
Aunque para Choudhry et al., (2008), los mecanismos que conducen a la activación 
de los esporozoitos y la apertura de la pared de ooquistes no han sido totalmente 
dilucidados, el desenquistamiento se describe como un proceso que se cumple 
exclusivamente en parásitos metabólicamente activos y que involucra la acción de enzimas 
parasitarias como la cisteín proteinasa, cuya función es degradar moco, así como de la 
acción de enzimas intestinales del hospedador (Del Coco  et al., 2009). Los requerimientos 
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necesarios para iniciar el desenquistamiento, experimentalmente sugieren que se requieren 
un número de factores desencadenantes, como son los cambios de pH y temperatura 
(Smith et al., 2005; Neira et al., 2013). Así, al pasar desde el medio ambiente a la 
temperatura corporal, al pasar por el estómago y luego por las sales biliares y la acción de 
proteasas del nivel intestinal, estimulan el desenquistamiento de los ooquistes, lo que se 
ha demostrado por el aumento la permeabilidad de la pared de los ooquistes (Smith et al., 
2005).  
Por otro lado, se ha establecido que el desoxicolato de sodio mejora la invasividad  
de los esporozoitos a las células epiteliales (Feng et al., 2006), en tanto que la liberación de 
esporozoitos ha sido obstaculizada por inhibidores de proteasas (Forney et al., 1996). Sin 
embargo, se ha descrito que la proteasa tripsina del hospedero, no mejora la tasa de 
desenquistamiento, aunque si aumenta la motilidad de los esporozoitos (Robertson et al., 
1993).  
Así también, el contacto directo entre los ooquistes y el ácido siálico, presente en la 
superficie de las células intestinales, también constituye un estímulo para el 
desenquistamiento (Smith et al., 2005). 
Los esporozoitos alcanzan los enterocitos mediante movimientos de deslizamiento-
flexión y el extremo anterior de estos se adhiere, a través del antígeno tipo 
circumsporozoito, a un receptor presente en las microvellosidades intestinales, penetrando 
en su interior para formar una vacuola parasitófora (Soulsby, 1987; Cordero Del Campillo et 
al., 1999; Fayer, 2004; Thompson et al., 2005; Neira et al., 2013). Lo anterior tiene lugar en 
la zona apical de las microvellosidades, intracelularmente, pero a nivel extracitoplasmático 
(Fayer, 2004; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco et al., 2009, Neira et al., 2013). Allí, como 
trofozoito o merozoito, se multiplican formando esquizontes o merontes (Figura 2) 
(Current, 1985; Garcia y Bruckner, 1988; Atías, 1998; Fayer, 2004; Del Coco et al., 2009; 
Neira et al., 2013). Las dos primeras fases de multiplicación son asexuadas (esquizogonia o 
merogonia) e implica, que a partir de un esporozoito se constituirá el meronte I que 
contiene 6 a 8 merozoitos en su interior, los cuales se liberan y reciclan formando nuevos 
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merontes I. Posteriormente estos merozoitos ingresan a nuevas células y se constituyen los 
merontes II que contienen 4 merozoitos. Los merontes II se liberan al lumen y no reciclan, 
ingresando a nuevas células donde inician la etapa sexuada del ciclo o gametogonia (Figura 
2a y 2b) (Garcia y Bruckner, 1988; Atías, 1998; Del coco et al., 2009; Neira et al., 2013; Cacciò 
y Widmer, 2014). Algunos de ellos se diferencian en gametos masculinos, o 
microgametocitos de 1.4 × 0.5 μm en el caso de C. parvum, y en gametos femeninos, o 
macrogametocitos de 4 a 6 μm, también en el caso de C. parvum. Los microgametocitos 
fecundan a los macrogametocitos y de esta forma se genera el ooquiste, el cual finalmente 
es excretado al exterior con las deposiciones como ooquiste inmediatamente infectante, ya 
que el proceso de esporulación es intrahospedero (Soulsby, 1987; Atías, 1998; Cordero del 
Campillo et al., 1999; Del Coco et al., 2009; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014). 
La formación de la pared del ooquiste ocurre antes que la esporulación, que tiene 
como consecuencia la formación de 4 esporozoitos. El 80% de los ooquistes presenta pared 
trilaminar y constituyen las formas de resistencia responsables de la transmisión entre 
hospedadores. Lo anterior, dado que esta conformación le confiere resistencia a las 
condiciones adversas del medio ambiente. En tanto que, existe un porcentaje de ooquistes 
de pared delgada (20%), pueden causar un proceso de retroinfección o autoinfección, el 
que ocurre dado que los ooquistes se desenquistan endógenamente, liberando los 
esporozoítos en la luz intestinal e ingresando a parasitar en nuevos enterocitos (Figura 2c) 
(Del Coco et al., 2009; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014). Esto último, muy 
importante en individuos inmunocomprometidos (Neira et al., 2013), pues se mantiene o 
agrava el cuadro digestivo, incluso sin re infección exógena.  
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Figura 2a: Microfotografía electrónica de transmisión del epitelio del intestino delgado 
de un cordero de una semana de edad infectados con Cryptosridium spp. 
(A) Trofozoito; (B) Meronte; (C) Macrogameto (x 5720) 
Obtenido de: Gardiner et al., (1988). 
 
Figura 2b: Microfotografía electrónica de barrido con numerosos estadios de 
Cryptosporidium en la superficie epitelial del intestino delgado de un cordero. 
Izq. Flecha indica área lesionada luego de la salida del agente (x 3500); Der. Meronte 
con la membrana externa destruida, exponiendo los merozoitos de su interior 
Obtenido de: Gardiner et al., (1988). 
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Figura 2c: Diagrama representativo del ciclo biológico de Cryptosporidium. 
Obtenido de: Cacciò y Widmer (2014). 
 
El periodo de prepatencia en los rumiantes domésticos es de 3-4 días, aunque 
dependiendo de la edad, de la dosis infectante y de la especie de Cryptosporidium 
involucrada, puede prolongarse hasta 6-7 días (Soulsby, 1987; Cordero Del Campillo et al., 
1999; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco et al., 2008; 2009), mientras que en humanos es de 4 a 
22 días, según se trate de individuos inmunocompetentes o inmunosuprimidos (Fayer, 
2004; Del Coco et al., 2009). En cuanto al período de patencia, éste tiene una duración de 1 
a 12 días en terneros (Soulsby, 1987; Cordero Del Campillo et al., 1999) y de 1 a 20 días en 
humanos (Fayer, 2004; Del Coco et al., 2008; 2009). 
En relación a la morfología de los ooquistes, se describe que éstos tienen forma sub-
esférica, con un tamaño aproximado según la especie de 3,5 a 8 µm de diámetro, son 
esporulados al ser excretados, poseen cuatro esporozoitos en su interior y no poseen 
esporoquistes (Current, 1985; Soulsby, 1987; Georgi y Georgi, 1990; Atías, 1998; Cordero 
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del Campillo et al., 1999; Fayer y Xiao, 2008, Del coco et al., 2009; Neira et al., 2013; Cacciò 
y Widmer, 2014).  
En el caso particular de C. parvum, éste presenta ooquistes casi esféricos de 4 a 6 
µm (5,4 x 4,5 µm) y es la principal especie involucrada en los cuadros de enteritis aguda y 
diarrea, en mamíferos (Figura 3) (Garcia y Bruckner, 1988; Cordero del Campillo et al., 1999; 
García, 2001, Castro-Hermida et al., 2002a; Castro-Hermida et al., 2002b; Fayer, 2004; 
Santín et al., 2004; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco  et al., 2009; Neira et al., 2013; Cacciò y 
Widmer, 2014).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Ooquistes de Cryptosporidium parvum, de terneros diarreicos 
detectados mediante tinción de Ziehl-Neelsen (x 1000). 
Obtenido de: Resultados del presente estudio 
 
Los esporozoitos de ooquistes de C. parvum, son similares a los de otros coccidios y 
mediante microscopía electrónica de transmisión se ha revelado la presencia de los 
organelos típicos del phylum (Fayer y Xiao, 2008). Así por ejemplo, los esporozoitos tienen 
una forma alargada, con el extremo apical afinado y el posterior redondeado. Los 
microtúbulos, se sitúan lateralmente por debajo de la membrana plasmática unidos al anillo 
polar, recorriendo el cuerpo del esporozoíto desde el ápice hacia su parte media. Ellos 
5µm 
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permiten su desplazamiento y actúan durante el proceso de invasión (Del coco et al., 2009). 
En tanto que en el extremo anterior de este zoito se presenta el complejo apical, compuesto 
por organelas secretorias (roptrias, micronemas, gránulos densos) y componentes no 
vesiculares (conoide y microtúbulos subpeliculares). Las roptrias y los micronemas le 
permiten adherirse e invadir la célula hospedadora e inducirla a envolver al parásito en la 
vacuola parasitófora (Figura 4) (Cacciò y Widmer, 2014).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Microfotografía electrónica de transmisión de merozoitos de Cryptosridium 
spp. (A) Complejo apical de un merozoito (× 99.000), se observa entre otras estructuras 
los anillos apicales = Arl,2 ; micronemas = Mn; microtúbulos subpeliculares= Sm;  
(B) Estado temprano adherido a una célula epitelial intestinal (× 32.500), se observa 
entre otras estructuras nucléolo= No; núcleo = Nu; vacuola parasitófora = Pv;  
(C)  Estado más avanzado (x 34.000), se observa entre otras estructuras collar electro 
denso = Ec; capa electro densa = El; capa fibrosa = Fl;  
(D) Trofozoito con collar electro denso (x 19.500) 
Obtenido de: Fayer y Xiao (2008). 
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Epidemiología 
 
La criptosporidiosis es una parasitosis de distribución cosmopolita y ubicua, ya que 
su aparición no está limitada a ninguna región geográfica o al grado de desarrollo 
tecnológico de la misma (Fayer, 2004; Zanaro y Garbossa, 2008; Yoder y Beach, 2010; Cacciò 
y Widmer, 2014), habiendo sido descrito en todo el mundo, incluida una reciente 
descripción en el continente Antártico (Fredes et al., 2007; 2008), y afecta tanto a animales 
como a humanos (Fayer, 2004; Fayer y Xiao, 2008; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 
2014).  
A nivel mundial, existe diversos estudios que demuestran que en los animales afecta 
principalmente a aquellos recién nacidos, como son los terneros, corderos y cabritos 
(Soulsby, 1987; Muñoz et al., 1996; Cordero Del Campillo et al., 1999; Fayer y Xiao, 2008; 
Sánchez et al., 2009; Navarro-i-Martínez et al., 2011). Así por ejemplo, en España la 
infección en ganado ovino y caprino ha tenido creciente importancia, desde 1985 a la fecha, 
principalmente en los animales comprendidos entre la primera y tercera semana, cuando 
los corderos, en contacto con animales infectados, ingieren los ooquistes eliminados con 
las heces que contaminan paredes, comederos, bebederos, ubres, etc. (Muñoz et al., 1996; 
Cordero Del Campillo et al., 1999; Sánchez et al., 2009; Navarro-i-Martínez et al., 2011), 
situación muy similar a la descrita en los grandes rumiantes.  
Por lo anterior, Cryptosporidium parvum, es uno de los agentes más importantes 
causantes del síndrome de diarrea neonatal en rumiantes (Soulsby, 1987; Muñoz et al., 
1996; Cordero Del Campillo et al., 1999; Fayer, 2004; Geurden et al., 2006; Feng et al., 2007; 
Fayer y Xiao, 2008; Sánchez et al., 2009; Navarro-i-Martínez et al., 2011; Neira et al., 2013; 
Cacciò y Widmer, 2014). 
Su transmisión (Figura 5) es de tipo horizontal y ocurre por la ingestión de ooquistes. 
En los animales domésticos, la principal fuente de infección son los ooquistes presentes en 
las heces excretadas por los animales neonatos con diarrea, aunque también hay que 
considerar la eliminación de ooquistes por los animales adultos que actúan como 
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portadores asintomáticos (Soulsby, 1987; Cordero Del Campillo et al., 1999; Cacciò y 
Widmer, 2014).  
También es de gran importancia la transmisión por los alimentos y el agua 
contaminados con ooquistes, ya que desde el punto de vista de salud pública, es frecuente 
encontrar Cryptosporidium en aguas para consumo humano (Fayer, 2004; Fayer y Xiao, 
2008; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014). 
Esta última vía, considerada indirecta, es la más significativa desde el punto de vista 
epidemiológico en cuanto a su diseminación, dadas las características del parásito, ya que, 
presenta ooquistes de pequeño tamaño, una gruesa pared quística, resistencia al 
tratamiento con cloro y ácidos, viabilidad prolongada de hasta varios meses en el ambiente, 
excreción de estadios inmediatamente infectivos, baja dosis infectante para infectar otros 
organismos y considerable potencial zoonótico (García, 1999; Fayer y Xiao, 2008; Zanaro y 
Garbossa, 2008; Yoder y Beach, 2010; Cacciò y Widmer, 2014).  
La contaminación de aguas de consumo con material fecal de ganado bovino o 
humano se ha asociado con brotes de diarrea causada por este parásito. Este aspecto es 
especialmente importante, y debe ser considerado desde el punto de vista de la salud 
pública, ya que los métodos usuales de tratamiento de aguas potables como son la 
filtración, floculación, sedimentación y desinfección, no son completamente eficaces en la 
remoción o inactivación de los ooquistes de Cryptosporidium spp. (Cordero del Campillo et 
al., 1999; Luna et al., 2002; Kirby et al., 2003; Fayer, 2004; Krewski et al., 2004; Fayer y Xiao, 
2008; Del Coco et al., 2009). 
Se ha descrito la importancia en la transmisión de la criptosporidiosis, de las fuentes 
de agua recreacionales, como piscinas públicas, estuarios y agua de mar. En el caso de 
piscinas públicas, la combinación de contaminación fecal frecuente, la resistencia de los 
ooquistes a la acción del cloro, la baja dosis infectante necesaria y la alta densidad de 
personas en estas, la transforma en una importante fuente de transmisión. En el caso de 
estuarios y aguas de mar, se describe la presencia de ooquistes de Cryptosporidium en 
mariscos, debido a que estos filtran pequeñas partículas provenientes del agua para su 
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alimentación. Mediante el uso de pruebas moleculares los ooquistes que están presentes 
en mayor cantidad son C. parvum y en menor cantidad C. hominis, C. baileyi y C. canis. 
También se ha referido la presencia de ooquistes en aquellas zonas en las cuales 
desembocan los canales o aguas de alcantarillados (Fayer, 2004; Fayer y Xiao, 2008). 
 
Figura 5: Principales rutas de transmisión de Cryptosporidium parvum. 
Obtenido de: Obtenido de: Cacciò y Widmer, 2014. 
 
El desarrollo de nuevas técnicas para el diagnóstico molecular ha permitido 
identificar a C. hominis y C. parvum, como aquellos que con mayor prevalencia infectan al 
hombre (Xiao y Ryan, 2004; Sunnotel et al., 2006; Mercado et al., 2007; Cama et al., 2008; 
Pintar et al., 2010; Cacciò y Widmer, 2014). 
La prevalencia de la enfermedad en humanos y países industrializados oscila entre 
0,1 y 27,1%, con una media de 4,9%, mientras que en países en desarrollo los resultados 
varían entre 0,1 a 31,5%, con una media de 7,9%, excluyendo los brotes epidémicos 
específicos y a los sujetos con SIDA. Aun cuando los estudios epidemiológicos han 
demostrado que la parasitosis está más difundida de lo que anteriormente se pensaba, es 
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difícil determinar la extensión del problema, tanto a nivel médico veterinario como humano 
(Fayer y Xiao, 2008; Del Coco  et al., 2009; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014). 
En todo caso, en la actualidad y en seres humanos, se describe que las 
manifestaciones clínicas son más frecuentes en los niños, lo anterior debido a que todavía 
en los adultos la infección puede ser subdiagnosticada y comúnmente los datos clínicos 
disponibles son menores (Fayer y Xiao, 2008; Neira et al., 2013). 
Como modelo animal, la criptosporidiosis en ganado bovino afecta tanto a razas de 
carne como de leche, siendo la principal fuente de infección las heces excretadas por los 
animales neonatos con diarrea, vía fecal-oral, aunque también hay que considerar la 
eliminación de ooquistes por animales adultos que actúan como portadores asintomáticos. 
Durante el periodo de máxima eliminación, los neonatos infectados pueden excretar entre 
106-107 ooquistes por gramo de heces (Soulsby, 1987; Cordero Del Campillo et al., 1999; 
Fayer y Xiao, 2008; Cacciò y Widmer, 2014).  
Entre los factores de riesgo a considerar en esta especie animal, existen estudios 
que revelan que hay una asociación significativa entre la edad y el riesgo de infección para 
terneros menores de 30 días. Así también el riesgo aumentaría si los animales están 
hacinados y si la higiene y otras prácticas de manejo son deficientes (Cordero Del Campillo 
et al., 1999; Fayer, 2004; Del Coco et al., 2008; Fayer y Xiao, 2008; Cacciò y Widmer, 2014). 
Un estudio describe, que al mantener a los terneros estabulados junto a su madre 
evitando el contacto con otros terneros, la prevalencia de infección por C. parvum es menor 
comparada con aquellos terneros estabulados, pero con contacto con otros animales de su 
misma especie y edad (Castro-Hermida et al., 2002a).  
A su vez, existen discrepancias en relación a que la ausencia de consumo de calostro 
sea considerado un factor de riesgo, ya que se ha descrito que los anticuerpos calostrales 
producidos en respuesta a la infección natural tienen un efecto protector variable frente a 
la infección neonatal en terneros (Fayer y Xiao, 2008; Cacciò y Widmer, 2014). Sin embargo, 
otros autores han visto que la ingestión de por lo menos 750 mL de calostro dentro de la 
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primera hora de vida si protegería a los terneros de la infección (Cordero Del Campillo et 
al., 1999). 
El tamaño del rebaño condiciona la presentación de la infección, existiendo mayor 
frecuencia en rebaños grandes (mayor densidad de animales, alta carga de patógenos, etc.) 
(Soulsby, 1987; Cordero Del Campillo et al., 1999; Cacciò y Widmer, 2014). 
Cuando Cryptosporidium es el único agente causante de diarrea, la mortalidad es 
baja, pero en asociación con otros agentes infecciosos la mortalidad puede ser alta (Lippi y 
Castro, 2003).  
Desde que los animales fueron domesticados, y los seres humanos se convirtieron 
en dependientes de los productos o servicios que suministran, en particular de los alimentos 
y las fibras, las infecciones que afectan a la salud y la productividad de la ganadería han sido 
una preocupación (Soulsby, 1987; Cordero Del Campillo et al., 1999; Cacciò y Widmer, 
2014).  
Así, desde que Cryptosporidium fue descrito como una curiosidad biológica por Tyzer 
en 1907, hasta que fue identificado por primera vez como un agente biológico causante de 
enfermedad en animales pasaron muchas décadas. Precisamente, no fue hasta 1950 en 
pavos y luego a principios de 1970 en terneros cuando esto ocurrió. Sin embargo, el mayor 
interés por la criptosporidiosis se estableció con el primer reporte de un caso humano y el 
reconocimiento de que Cryptosporidium tenía importancia médica, lo que también sucedió 
a fines de esa década. Desde entonces el conocimiento sobre la importancia veterinaria de 
la infección por Cryptosporidium se ha expandido enormemente, sobre todo en el sector 
ganadero más afectado por la criptosporidiosis, como son los terneros jóvenes. Sin 
embargo, como la evidencia lo demuestra, casi todos los animales domésticos pueden ser 
patológicamente afectados por al menos una especie de Cryptosporidium, llegando incluso  
en algunos casos a ser fatal. Hasta la fecha, como ha sido indicado, algunas especies de 
Cryptosporidium de animales pueden ser trasmitidos al ser humano (zoonosis) y viceversa  
(antropozoonosis). Así también, se ha descrito  que Cryptosporidium es un parásito de gran 
éxito, como lo demuestra su amplia gama de hospederos, su gran distribución geográfica y 
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su complejo control. Por lo tanto, mientras los seres humanos tengan y dependan de los 
animales, habrá una necesidad de prevenir la transmisión de la criptosporidiosis entre los 
animales, las personas y, las personas y los animales deficientes (Cordero Del Campillo et 
al., 1999; Fayer, 2004; Del Coco et al., 2008; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco et al., 2009; Cacciò 
y Widmer, 2014). 
En Chile, lugar donde se llevó a cabo este estudio, se reconoce la criptosporidiosis 
como causa de diarrea en animales desde la década del 80´ y en relación a los humanos, se 
asocia como causa de cuadros digestivos a partir de 1985 (Gorman et al., 1986; Alcaíno et 
al., 1989, Atías, 1998).  Hasta la fecha se ha descrito la presencia de este coccidio en algunos 
animales domésticos como, vacunos, ovinos, cerdos, cabras, llamas, alpacas, equinos, 
pollos, palomas, perros y gatos (Gorman et al., 1986; Alcaíno et al., 1989; Alcaíno y Gorman, 
1999) y recientemente se encontraron ooquistes de Cryptosporidium en heces de pingüinos 
Adelia y Papua del territorio antártico chileno (Fredes et al., 2007; 2008), en cotorra 
argentina silvestres (Myiopsitta monachus ) y en animales exóticos en cautiverio, como son 
leones africanos y tigres de bengala (Fredes et al., resultados no publicados). La frecuencia 
de infección por Cryptosporidium spp., reportada a fines de la década de los 80’ en terneros 
diarreicos de lechería y en la Región Metropolitana era de un 23,2% (Gorman et al., 1989). 
Así también, a fines de los 90’, los niveles de infección en otras zonas del país, como la zona 
sur, fueron de alrededor de un 30% (Campano, 1997).  
 
Patogenia y signos clínicos 
 
Como fue indicado en el ciclo biológico, una vez producido el desenquistamiento en 
el tracto gastrointestinal, los esporozoítos de Cryptosporidium se liberan e inician la 
adhesión y la invasión, ingresando por un proceso desconocido, a la parte apical de la célula 
hospedadora, donde se internaliza en un compartimiento extracitoplasmático, al interior 
de una vacuola parasitófora generada en esta célula. La invasión y multiplicación que 
provoca este protozoo, principalmente en los enterocitos, ya que puede propagarse a 
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través del tracto digestivo y a sitios extraintestinales, se traduce en la destrucción de las 
células digestivas, lo que produce una atrofia parcial de las vellosidades intestinales y fusión 
de éstas, quedando la superficie de absorción disminuida (Soulsby, 1987; Atías, 1998; 
Cordero del Campillo et al., 1999, Fayer y Xiao, 2008; Del Coco et al., 2009; Neira et al., 
2013; Cacciò y Widmer, 2014).  
La presencia de la vacuola parasitófora, produce que las células regulen el aumento 
de su tamaño a través de la modificación de la permeabilidad de la membrana plasmática 
al agua y a ciertos iones. A su vez, Cryptosporidium recluta un cotransportador de 
Na+/glucosa y una acuoporina en el sitio de adhesión. Todo lo anterior, posibilita el ingreso 
de glucosa y agua a la célula hospedadora, provocando una mayor protrusión de esta (Chen 
et al., 2005). Los diferentes estadios parasitarios desplazan el borde de las 
microvellosidades y, eventualmente, llevan a la pérdida de la superficie intestinal. Así 
también, se reduce el tamaño de las vellosidades y aumentan de longitud las criptas 
intestinales por la aceleración de la división celular a fin de compensar la muerte celular 
(Gookin et al., 2002; Smith et al., 2007). La apoptosis celular, secundaria a la infección, es 
un mecanismo defensivo de la mucosa, sin embargo se ha descrito que Cryptosporidium 
puede inhibir la muerte celular programada de las células parasitadas (Deng et al., 2004). El 
efecto antiapoptótico predomina entre las 6 y las 24 horas posinfección; en tanto que a las 
24-48 horas posinfección existen señales proapoptóticas, lo que permite que el protozoario 
complete su ciclo de vida antes de que la célula hospedadora entre en apoptosis (Okhuysen 
y Chappell, 2002).  
Simultáneamente, el organismo intenta reemplazar las células dañadas mediante 
hiperplasia de las criptas, reemplazando las células maduras dañadas por otras nuevas, cuya 
funcionalidad y capacidad absortiva y enzimática es menor, siendo además secretoras de 
iones Cl-, lo que se agrava por el paso de fluidos desde la vellosidad al lumen intestinal, 
debido al aumento de la presión osmótica por el acúmulo de nutrientes en el lumen, 
generando un síndrome de mala absorción (Soulsby, 1987; Cordero del Campillo et al., 
1999; Botero y Restrepo, 2003; Del Coco et al., 2009) lo que además lleva a un sobre 
crecimiento bacteriano que agrava aún más el cuadro (Atías, 1998; Del Coco et al., 2009). 
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Paralelamente, puede existir una alteración en la permeabilidad del epitelio intestinal, por 
la modificación de las uniones celulares. Como consecuencia de todos estos factores, se 
rompe el equilibrio entre absorción y secreción (Cordero del Campillo et al., 1999). 
Por otro lado, existe infiltración de la lámina propia por células inflamatorias, como 
respuesta del hospedador. Así por ejemplo, los macrófagos podrían producir factor de 
necrosis tumoral (αTNF), estimulando la producción de prostaglandinas (PGE2) por parte de 
los fibroblastos u otros tipos celulares de la lámina propia que secretan Cl- e inhiben la 
absorción de NaCl. Igualmente, polimorfonucleares neutrófilos podrían activar la síntesis de 
PGE2 u otros productos que estimulan la secreción. La existencia de una respuesta 
hipersecretora se ha relacionado con la activación de diversos mediadores de la inflamación 
celular (bradiquinina y PGE2) y también con el efecto de las sales biliares, que al no ser 
absorbidas en íleon, dañarían el epitelio del colon estimulando la secreción de fluidos y 
electrolitos por activación del AMP cíclico (Cordero del Campillo et al., 1999).  
La gravedad de los cambios morfológicos se correlaciona con el número de parásitos 
presentes en el sitio de infección. Éstos se evidencian como macro y microgamontes 
basófilos, de 4-5 μm de diámetro, adheridos a la superficie de las células intestinales 
formando cadenas (Pantenburg et al., 2008). Los hallazgos histológicos de la mucosa 
intestinal se asocian con una atrofia leve, moderada o intensa de las vellosidades, que se 
presentan acortadas y ensanchadas, hiperplasia y elongación de las criptas intestinales e 
intensa apoptosis (Sasahara et al., 2003). En la lámina propia se evidencia un infiltrado 
inflamatorio con predominio de linfocitos, macrófagos y neutrófilos (Laurent et al., 1999). 
Sin embargo lo anterior, los mecanismos causales de la diarrea secretora e 
inflamatoria no han sido del todo esclarecidos, ya que como ha se ha indicado, es 
multifactorial, dado por efecto directo del parásito y sus productos en la capa epitelial, por 
efecto indirecto por la respuesta inmune e inflamatoria del hospedador, e incluso como 
mecanismo específico, se ha sugerido la participación de una enterotoxina, que no ha sido 
aislada, ya que en cultivos celulares se ha observado apoptosis de células del epitelio 
intestinal y biliar humano (Neira et al., 2013).  
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Se desconoce la puerta de ingreso cuando Cryptosporidium ocasionalmente infecta 
otros epitelios como el respiratorio y renal, especialmente en individuos 
inmunocomprometidos (Atías, 1998; Cordero del Campillo et al., 1999; Mercado et al., 
2007). Lo más probable es que cuando se trata de las vías respiratorias sea por aspiración a 
partir del tracto digestivo. Así por ejemplo, en las aves se ha descrito la transmisión por 
inhalación (Neira et al., 2013). Sin embargo, el concepto de transmisión por ingestión de 
ooquistes de pared gruesa eliminados por las heces, es el que comúnmente se acepta 
(Cordero Del Campillo et al., 1999; Del Coco et al., 2009).  
En este caso, y a pesar de los síntomas, no existen signos patognomónicos que 
diferencien a la criptosporidiosis, de procesos causados por otros enteropatógenos, y el 
principal signo clínico de esta parasitosis es la diarrea, no hemorrágica (Georgi & Georgi, 
1990; Cordero del Campillo, 1999; Santín et al., 2004; Fayer y Xiao, 2008; Del Coco et al., 
2009; Cacciò y Widmer, 2014), la cual se asocia a la excreción de un gran número de 
ooquistes en las heces. Su duración es variable, oscilando entre 3-5 días en los casos leves 
y 1-2 semanas en los más graves (Cordero del Campillo et al., 1999). El periodo de 
incubación, similar en seres humanos y animales, es de 3 a 5 días (Cordero del Campillo et 
al., 1999; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014), periodo similar al de prepatencia 
(Cordero del Campillo et al., 1999). 
Dependiendo de diversos factores como la edad, el estado inmunitario y las 
condiciones medio ambientales, se pueden generar otros signos clínicos como cólicos 
abdominales, vómitos, pérdida de peso, postración, anorexia y fiebre (Cordero del Campillo 
et al., 1999; Botero y Restrepo, 2003; Fayer, 2004; Neira et al., 2013). 
Las alteraciones que se pueden observar a la necropsia de un rumiante neonato 
afectado por este parasitismo incluyen: una atrofia de la grasa mesentérica, infarto en los 
linfonodos regionales y una enteritis congestiva del intestino delgado, con la mucosa 
hiperémica, pero no hemorrágica. Así mismo, las vellosidades de este segmento intestinal 
se encuentran atrofiadas y el epitelio columnar es sustituido por células inmaduras. El 
contenido intestinal es, por lo general, amarillento, acuoso y suele existir acumulo de gas 
en ciego y colon (Cordero del Campillo et al., 1999).  
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La evolución clínica en seres humanos depende del estado inmunológico del 
paciente, ya que en personas inmunocomprometidas Cryptosporidium es una agente 
oportunista. Así por ejemplo en pacientes HIV positivos, este protozoario causa infecciones 
recurrentes o crónicas, por lo que la criptosporidiosis intestinal crónica representa una 
enfermedad definitoria de SIDA y que puede comprometer a todo el tracto digestivo. Por 
otra parte, en inmunocompetentes, la infección es autolimitante. Sin embargo, los síntomas 
pueden prolongarse en promedio por dos semanas, con una recurrencia de hasta un 40% 
(Del Coco  etal., 2009; Neira et al., 2013).  
Cada vez hay más evidencia en el ser humano que entre las especies y los genotipos 
zoonóticos, la virulencia y las manifestaciones clínicas pueden ser diferentes (Neira et al., 
2013; Cacciò y Widmer, 2014). 
 
Diagnóstico 
 
Los antecedentes epidemiológicos y la sintomatología que se observa, al ser esta 
última inespecífica, puede ayudar a hacer un diagnóstico, pero de tipo presuntivo. Para un 
diagnóstico correcto es necesario confirmar la presencia del parásito por técnicas de 
laboratorio.  
El diagnóstico de criptosporidiosis intestinal se efectúa mediante la búsqueda e 
identificación de ooquistes en la materia fecal (Del Coco et al., 2009). Así por ejemplo, en 
los rumiantes en general, se sospecha de criptosporidiosis por la presencia de una diarrea 
intensa, en animales de menos de un mes de edad que no responden a tratamiento (Barriga, 
2002). En estos casos, la confirmación de la infección es a través de la demostración de los 
ooquistes en las deposiciones (Cordero del Campillo et al., 1999; Botero y Restrepo, 2003; 
Neira et al., 2013). 
Además de la observación en heces, se puede realizar la confirmación por otros 
métodos. La obtención de biopsias de intestino delgado también permite visualizar al 
parásito, como trofozoito en el borde apical de los enterocitos (Garcia y Bruckner, 1988; 
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Atías, 1998). Existen diversas técnicas de tinción histológica que podrían ser usadas, entre 
las que se encuentran hematoxilina-eosina y azul de toluidina (Cordero del Campillo et al., 
1999). Sin embargo, este método no es usado en el diagnóstico in vivo, debido a su carácter 
invasivo, a su escasa sensibilidad y al elevado costo.  
Los protocolos de laboratorio de rutina para la detección de ooquistes de 
Cryptosporidium spp., tanto en heces como en muestras de medio ambiente (ej. agua), 
incluyen la examinación microscópica de estas extensiones, previa concentración de la 
muestra, con el objeto de aumentar la sensibilidad, realizando una tinción posterior ya sea 
con Giemsa, Heine o ZN (Atías, 1998; Cordero del Campillo et al., 1999; Fayer, 2004; Neira 
et al., 2013). Dentro de estas, la técnica más difundida para la detección de ooquistes en 
heces, es la de ZN modificada (Georgi y Georgi, 1990; Atías, 1998; Barriga, 2002; Neira et 
al., 2013). 
Otro método de tinción para el diagnóstico de este protozoo es la de AU, utilizado 
principalmente en medicina humana. Éste, al igual que la tinción de ZN, consiste en la 
visualización de ooquistes de Cryptosporidium spp. en extendidos de heces previamente 
concentradas y teñidas con AU, pero a través de microscopía de luz ultravioleta que permite 
ver la fluorescencia de los estadios parasitarios (Atías, 1998; Fayer, 2004). AU posee 
ventajas frente al método de tinción de ZN en cuanto a la rapidez en su realización y lectura 
microscópica (De Quadros et al., 2006). 
Otro grupo de técnicas que se pueden emplear son de tipo inmunitario. Entre éstas 
se encuentran la aglutinación en látex, la inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando 
anticuerpos policlonales o monoclonales, y ELISA de inmunocaptura de antígenos 
parasitarios en heces (Garcia y Bruckner, 1988; Leng et al., 1996; Atías, 1998; Cordero del 
Campillo et al., 1999; García, 2001; Botero y Restrepo, 2003; Del Coco et al., 2009). Estas 
técnicas se han aplicado con el propósito de mejorar la calidad de diagnóstico (Atías, 1998; 
Del Coco et al., 2009). De todos los métodos señalados, es la inmunofluorescencia la que 
presenta mayor sensibilidad y especificidad y es la técnica que se usa con mayor frecuencia 
en el diagnóstico de la enfermedad en humanos (Cordero del Campillo et al., 1999). Sin 
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embargo, esta técnica en estudios nacionales de pacientes con diarrea crónica y SIDA, 
demostró una sensibilidad de un 78,3% versus un 86,9% para ZN (Atías, 1998). 
También se han implementado técnicas inmunológicas como el Crypto Strip ® (CR) 
(CORIS, 2001), que es un test inmunocromatográfico que permite detectar ooquistes de C. 
parvum en muestras fecales concentradas o no concentradas. La prueba se basa en la 
utilización de un sistema inmunocromatográfico con partículas de oro coloidal. Se presenta 
en un kit comercial que se encuentra listo para ser utilizado y sólo requiere una dilución de 
la muestra fecal en una solución tampón proporcionada por el fabricante, que es puesta en 
contacto con una tira reactiva (membrana de nitrocelulosa sensibilizada con anticuerpos 
anti C. parvum). La especificidad de la prueba se asegura mediante el empleo de anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra antígenos de superficie de la membrana del ooquiste, y 
conjugado con el oro coloidal.  
Recientemente se han estudiado técnicas moleculares, las que no necesariamente 
son más sensibles debido a múltiples factores, como la inadecuada extracción del ADN 
desde los ooquistes del parásito (Wiedenmann et al., 1998), a la degradación del ADN 
extraído, y a la presencia de inhibidores en muestras de heces de la actividad de la 
polimerasa responsable de la amplificación del material genético (Jaranillo et al., 2006), 
sumado al escaso número de ooquistes que suelen ser eliminados por los animales sin 
sintomatología gastrointestinal. Por todo lo anterior, la técnica de ZN, sigue siendo la más 
utilizada para la detección de este agente parasitario zoonótico.  
 
Control y tratamiento 
 
Como ya fue indicado, la criptosporidiosis se contrae fundamentalmente, por 
ingestión de los ooquistes. Este hecho, unido a la dificultad para su tratamiento, hace que 
las medidas sanitarias efectivas deben recaer, necesariamente, en la implementación de 
medidas adecuadas para prevenir la transmisión del parásito (Fayer, 2004; Zanaro y 
Garbossa, 2008; Del Coco  et al., 2009). 
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En el caso humano el control frente a esta enfermedad consiste en evitar la ingesta 
de agua, sobre todo no potable, o alimentos crudos, que puedan estar contaminados con 
heces humanas o de animales, así como verduras y frutas (Acha y Szyfres, 2003; Del Coco  
et al., 2009; Neira et al., 2013). Igualmente debe evitarse la inmersión en aguas que 
contienen efluentes de alcantarillado o de granjas bovinas (Acha y Szyfres, 2003), 
acompañado de practicar una buena higiene en actividades recreativas, sexuales, de viajes 
y en el manejo de animales que implique una posible exposición a material fecal (Neira et 
al., 2013). Además, el consumo de leche no pasteurizada y moluscos marinos y terrestres 
crudos o insuficientemente cocidos implican un riesgo de infección (Fayer y Xiao, 2008; 
Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014).  
Por todo lo anterior, resulta crucial y constituye un desafío permanente para las 
plantas de tratamiento, la remoción de este agente protozoario desde las aguas, aún en 
países con tecnología avanzada. Por esto, el proceso de potabilización debe lograr agua 
bebible que cumpla los requisitos exigidos por la legislación vigente, que abarca las etapas 
de coagulación, floculación, decantación, filtración y desinfección. Sin embargo, dado que 
los ooquistes de Cryptosporidium resisten las condiciones del medio ambiente, que el cloro, 
a las concentraciones usadas para potabilizar el agua no los destruye y que son infectivos 
aún en bajas dosis, es obvio que, una vez superadas las barreras de tratamiento del agua, 
el microorganismo estará en condiciones de infectar un nuevo hospedero (Fayer, 2004; 
Sunnotel et al., 2006; Zanaro y Garbossa, 2008; Pintar et al., 2010; Yoder y Beach, 2010). 
En la búsqueda de métodos de destrucción de este agente parasitario, se ha descrito 
que tanto el ozono como la luz ultravioleta, son eficaces en la eliminación de ooquistes en 
las plantas de tratamiento de agua (Fayer, 2004; Yoder y Beach, 2010). Así también, el 
tratamiento y uso combinado de distintos químicos, como el cloro y la monocloramina, así 
como con el ozono y la monocloramina, han demostrado mayor eficacia que usándolos por 
separado (Fayer, 2004). 
En todo caso, las medidas que se toman habitualmente durante el procesamiento 
de alimentos, para el control de la transmisión de enfermedades infecciosas y zoonosis 
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(bajo pH, congelado, calentamiento a 55 °C por 30 seg o a 70 °C por 5 seg), son útiles para 
eliminar el parásito (Zanaro y Garbossa, 2008). 
En relación a los pacientes inmunocomprometidos, las medidas indicadas deben 
extremarse en relación a la no ingestión de verduras crudas y agua potable sin hervir (Atías, 
1998; Neira et al., 2013). Sin embargo, el riesgo de infección también puede reducirse con 
una adecuada higiene de manos, sobre todo ante una posible contaminación con heces 
humanas o animales y antes de consumir alimentos (Neira et al., 2013), sobre todo en el 
caso de manipuladores de alimentos.  
El control de esta parasitosis en los animales es muy difícil, ya que prevenir la 
exposición de los terneros a la contaminación es complicado. Se pueden adoptar medidas 
de manejo, como puede ser poner los bebederos y comederos altos para de esta forma 
evitar la contaminación con heces. Así también, se recomienda remover las deposiciones 
diariamente, para impedir la diseminación de los ooquistes. Otras medidas que pueden 
disminuir el riesgo de infección son aquellas que permitan controlar la temperatura y 
humedad de las maternidades, así como mantener la limpieza (Cordero del Campillo et al., 
1999) e incluso desinfectar estas instalaciones con ozono o luz ultravioleta (Fayer, 2004). En 
este sentido medidas tan básicas como separar a los animales enfermos de los sanos y 
procurar que la ingestión de calostro y leche sea la adecuada no pueden dejar de practicarse 
(Cordero del Campillo et al., 1999; Fayer y Xiao, 2008).  
En relación al tratamiento, hasta la fecha no existen fármacos 100% eficaces contra 
la criptosporidiosis animal ni la humana. Esto a pesar que la lista de productos probados ha 
sido larga (Cordero del Campillo et al., 1999; Smith et al.,  2007; Fayer y Xiao; 2008; Neira 
et al., 2013). Este hecho, podría estar relacionado a la ubicación de este agente parasitario 
en el hospedero, ya que como fue relatado anteriormente se encuentra a nivel intracelular, 
pero extrocitoplasmático (Figura 2) (Neira et al., 2013). 
En seres humanos inmunocompetentes, al tratarse de una enfermedad 
autolimitante, el tratamiento suele no ser necesario (Del Coco et al., 2009; Neira et al., 
2013). A pesar de lo anterior, en este tipo de pacientes se han utilizado diversos 
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medicamentos como la espiramicina, macrólidos, paramomicina, entre otros, todos con un 
éxito limitado (Neira et al., 2013). Este último ha demostrado una favorable respuesta 
clínica y parasitológica en más de la mitad de los casos tratados, pero luego de descontinuar 
el tratamiento los pacientes recaen (Atías, 1998). Por último, el calostro bovino 
hiperinmune proporcionado a personas infectadas ha dado resultados clínicos sin 
diferencias estadísticas, comparadas con el grupo control (Atías, 1998; Botero y Restrepo, 
2003; Cacciò y Widmer, 2014). 
Así, la urgencia por encontrar una terapia medicamentosa efectiva contra la 
criptosporidiosis en individuos con SIDA, ha llevado a la administración sin precedentes de 
una amplia gama de agentes quimioterápicos, inmunomoduladores y paliativos a esta 
población, que no han sido efectivos. Sin embargo, la Nitazoxanida (Alinia®), actualmente 
se encuentra aprobada por la FDA como tratamiento para la criptosporidiosis en individuos 
inmunocompetentes (Fayer y Xiao, 2008; Neira et al., 2013).  
Entre los productos que han mostrado alguna actividad parcial en algunos animales, 
como rumiantes neonatos, se mencionan al amprolio, la salinomicina y la sulfaquinoxalina, 
las que reducen el número de ooquistes excretados (Cordero del Campillo et al., 1999).  
Dado que no hay drogas universalmente efectivas para la profilaxis o terapia en 
humanos o animales que prevenga o detenga la producción de ooquistes por parte de los 
individuos infectados, la higiene, incluyendo la desinfección, sigue siendo la herramienta de 
manejo más efectiva (Fayer y Xiao, 2008; Del Coco et al., 2009; Cacciò y Widmer, 2014). 
Ante esta situación, tanto en humanos como en animales, una terapia efectiva para 
la criptosporidiosis considera la rehidratación con reposición de electrolitos, uso de drogas 
antidiarreicas, y el uso de drogas que por reputación son consideradas útiles contra 
Cryptosporidium spp. (Fayer y Xiao, 2008; Del Coco et al., 2009; Cacciò y Widmer, 2014). 
En Europa está aprobado, para el tratamiento de la criptosporidiosis en terneros, el 
uso de Lactato de Halofuginona. Este medicamento, cuando se utiliza como tratamiento 
profiláctico, ha demostrado algunos efectos beneficiosos, tales como reducir la salida de 
ooquistes y hacer más leves los signos clínicos. Sin embargo, el margen de seguridad es 
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estrecho, ya que es tóxico en sólo dos veces la dosis terapéutica. Por lo anterior, el 
tratamiento con lactato de Halofuginona sólo debe ser considerado en rebaños con 
problemas diarreicos graves y asociada con C. parvum. Cuando se utiliza el tratamiento, 
siempre debe ser en conjunto con la aplicación de medidas para reducir la contaminación 
ambiental y el riesgo de infección (Cacciò y Widmer, 2014). 
 
Implicación en salud pública 
 
Como ya fue indicado este microorganismo es un agente ubicuo, ya que su aparición 
no está limitada a ninguna región geográfica o al grado de desarrollo tecnológico de la 
misma. Es así como los procesos de urbanización acelerados, la expansión de la pobreza, las 
migraciones no controladas de personas, sumada a la facilidad y rapidez en los 
desplazamientos, el movimiento creciente de animales y de productos de origen animal o 
la falta de saneamiento ambiental, son algunos de los factores que, sumados a la escasez 
de normas legales regulatorias, han posibilitado la dispersión de este agente y de la 
enfermedad. Esto junto a falta de una terapia adecuada incrementa las tasas de morbilidad, 
mortalidad y los gastos de atención médica asociados con el control de brotes epidémicos, 
por lo que la criptosporidiosis representa una amenaza de alcance mundial que exige una 
respuesta coordinada de los servicios de salud pública de todos los países (Fayer, 2004; 
Zanaro y Garbossa, 2008; Yoder y Beach, 2010). 
Si bien los primeros casos fueron notificados en 1976, desde 1984, año en que se 
reportó el primer brote de criptosporidiosis transmitido a través del agua, en San Antonio, 
Texas, numerosos autores han descrito la presencia de este parásito en aguas de superficie 
y en aguas residuales no tratadas y su rol como agente etiológico de diarrea (Madore et al., 
1987; Ungar, 1990; 1994; WHO, 2009).  
La criptosporidiosis adquirió verdadera importancia a partir de 1993, oportunidad 
en la que se produjo el brote epidémico más importante a nivel mundial, en Milwaukee, 
EE.UU., el cual afectó a más de 400.000 personas (Fayer, 2004; WHO, 2009). Desde 
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entonces, los casos de criptosporidiosis han sido informados en más de 40 países, tanto en 
individuos inmunocompetentes como en pacientes inmunocomprometidos (Fayer, 2004; 
Zanaro y Garbossa, 2008).  
Se describe que la prevalencia de infecciones humanas es menor en los países 
industrializados, dado que la población tiene acceso a mejores servicios sanitarios y de agua 
de bebida, que en los países menos desarrollados. Las estadísticas publicadas abarcan 
valores desde 0,3 a 4,3% en los países de América del Norte hasta cifras que cubren el rango 
3,2 -31,5% en América Central y del Sur (Fayer, 2004; Zanaro y Garbossa, 2008). Sin 
embargo, últimamente se ha incrementado el número de comunicaciones de brotes de 
criptosporidiosis, incluso en países industrializados como en Estados Unidos, España, 
Inglaterra, entre otros, por ingesta de aguas contaminadas con este agente, ya sea por 
aguas de piscina, aguas de ríos e incluso redes de agua potable (Fayer, 2004; Krewski et al., 
2004; Fayer y Xiao, 2008; Pintar et al., 2010; Smith y Nichols, 2010), donde supuestamente 
las condiciones y manejos sanitarios podrían ser considerados como adecuados.  
Su hallazgo frecuente en el agua para consumo humano es importante desde el 
punto de vista de la salud pública ya que, como fue mencionado, los métodos usuales de 
tratamiento de aguas potables no son muy eficaces para eliminar o destruir los ooquistes 
de Cryptosporidium spp. (Cordero del Campillo et al., 1999; Kirby et al., 2003; Fayer, 2004; 
Krewski et al., 2004; Del Coco  et al., 2009; Fayer y Xiao, 2008; Pintar et al., 2010; Cacciò y 
Widmer, 2014). Además, la resistencia de los ooquistes de este protozoario le permiten 
sobrevivir por varios meses en el agua potable (Garcia y Bruckner, 1988; Atías, 1998; 
Cordero del Campillo et al., 1999; Sturbaum et al., 2001; Fayer, 2004; Krewski et al., 2004; 
Sunnotel et al., 2006; Fayer y Xiao, 2008; Pintar et al., 2010).  
Precisamente, a raíz de una solicitud del organismo mundial de normas alimentarias, 
la Comisión del Codex Alimentarius (Codex), para que la Organización de la Naciones Unidas 
para la Agricultura y Alimentación (FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
revisaran el estado actual de los conocimientos sobre los parásitos en los alimentos y sus 
efectos en la salud pública y el comercio, se confeccionó una lista con expertos en el tema. 
Como resultado de lo anterior, se concluyó que para estas organizaciones y para los 
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especialistas los parásitos afectan a la salud de millones de personas cada año, viviendo en 
el cuerpo humano durante décadas, y que a pesar del enorme coste social y su impacto a 
nivel mundial, existe por lo general falta de información sobre de donde proceden, cómo 
viven en el cuerpo, y lo más importante, la forma en que nos hacen enfermar. Para la 
FAO/OMS, esto es un primer paso para superar este obstáculo, centrandose inicialmente 
en los diez parásitos transmitidos por los alimentos con mayor impacto a nivel mundial. En 
este estudio, aparte de ser considerado un agente re-emergente, como ya fue descrito, 
Cryptosporidium en la actualidad es uno de los diez principales parásitos transmitidos por 
los alimentos y que causan mayor preocupación en el mundo, sobre la base de los siguientes 
criterios: número de enfermedades a nivel mundial, distribución global, morbilidad aguda, 
morbilidad crónica e impacto económico (FAO, 2014). 
A raíz de lo anterior, el Comité del Codex sobre Higiene de los Alimentos se 
encuentra ahora desarrollando nuevas directrices para el control de estos parásitos, a nivel 
mundial, incluyendo expertos de Chile. La FAO/OMS apoyan el proceso proporcionando 
información científica y técnica. El informe de la FAO/OMS enumera una serie de formas de 
reducir el riesgo de infecciones parasitarias. Aconseja a los agricultores vigilar el uso de 
fertilizantes orgánicos, asegurándose que el compostaje se realice correctamente y se 
elimine toda la materia fecal. También es necesario supervisar de cerca la calidad del agua. 
Para los consumidores, se aconseja que toda la carne esté bien cocinada y sólo se utilice 
agua limpia para lavar y preparar las verduras (FAO, 2014). 
Además, Organismos Internacionales, como la Organización Mundial de Salud 
Animal (OIE), FAO y OMS, hace algunos años han estado preocupados de la necesidad de 
que el mundo, a través de sus gobiernos y organizaciones académicas y de investigación, 
integren los conceptos de “Un Mundo Una Salud” en forma multisectorial, ofreciendo 
nuevas alternativas de investigación, desarrollo e innovación, para satisfacer así los 
requerimientos actuales de las poblaciones humanas y animales, integradas con los 
impactos medio ambientales (OIE, sf). Se espera que esto permita que existan debates en 
torno al concepto, que den por resultado compromisos cada vez más concretos de todos 
los países del mundo en lo que atañe a la transparencia de su situación sanitaria y al 
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establecimiento de mecanismos que permitan detectar oportunamente los brotes de 
enfermedades, mediante bases legales sólidas e inversiones nacionales que posibiliten su 
conformidad con las normas de calidad, especialmente a nivel de los Servicios Veterinarios, 
con el apoyo de la OIE y de sus gobiernos y, si es necesario, de donantes internacionales 
(Vallat, sf). 
Desde esta última perspectiva, precisamente la criptosporidiosis es un buen modelo 
de enfermedad zoonótica re-emergente trasmitida por el agua, que puede ser o es utilizada 
para demostrar los factores que influyen en su prevalencia, control y profilaxis, desde una  
mirada multifactorial y coordinada, al ser un problema inherente a la salud humana, animal 
y ambiental, de tal forma que permita disminuir el riesgo de contacto del agente con su 
hospedero, mediante la educación, la aplicación de medidas sanitarias efectivas (humana y 
animal), la vigilancia - monitoreo (espacial y temporal) y el adecuado resguardo de los 
recursos hídricos (Figura 6).  
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Figura 6: Factores que afectan la prevalencia y vigilancia de Cryptosporidium. 
Obtenido de: Cacciò y Widmer, 2014. 
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MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
Diseño experimental 
 
El trabajo se estructura en tres experiencias para completar tanto el objetivo 
general como los objetivos específicos indicados. 
 
Experiencia 1: 
 
1. Detectar Cryptosporidium spp. mediante tinción de Ziehl Neelsen modificada (ZN) y 
mediante tinción de Aureamina (AU) en muestras de heces bovinas.  
2. Analizar y comparar los resultados obtenidos por ambas técnicas microscópicas. 
3. Confirmar muestras de heces bovinas positivas a Cryprosporidium spp. mediante 
Criptostrip®.  
a. Tamaño, recolección y procesamiento de las muestras 
Se obtuvieron 205 muestras de heces de terneras diarreicas, desde el día de nacidas 
hasta las cuatro semanas de edad, de dos predios lecheros de la Región Metropolitana, 
Chile. El tamaño de muestras, para el diagnóstico por las técnicas microscópicas 
tradicionales (TM) se determinó para la comparación de dos proporciones asumiendo 
arbitrariamente un 70% de positivos para la prueba de ZN y un 85% para la prueba de AU 
(Fayer y Xiao, 2008). Con un 95% de confianza y 95% de potencia, el número de muestras 
necesarias fue de 200. 
Para la realización de este estudio se recolectaron, principalmente durante los meses 
de otoño, invierno y primavera. Las muestras de heces se obtuvieron de dos predios bovinos 
lecheros distintos de la Región Metropolitana, Chile (predio A y predio B) (Figura 7).  
La recolección de muestras se realizó directamente desde el recto de cada animal. Estas 
fueron depositadas en tubos plásticos de 50 mL, con su respectiva identificación (fecha de 
recolección, número de ternera y fecha de nacimiento), y almacenadas en un contenedor 
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adecuado, con hielo, y trasladadas inmediatamente al Laboratorio de Parasitología, 
Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y 
Pecuarias, de la Universidad de Chile. Además se llevó un registro en el que se anotaron 
otros datos tomados a nivel de terreno como el predio de recolección, administración de 
calostro, tipo de alimentación, tipo de alojamiento y  tratamientos realizados. 
 
Figura 7. Observación satelital del Predio A (33º38’S, 70º59’O) y Predio B (33º34’S, 
71º06’O), ambos  destinados a la producción de bovinos de leche. Región Metropolitana, 
Chile. 
Obtenido mediante Google Map® 
 
 
 
Una vez en el laboratorio, cada muestra se dividió en dos porciones; a una mitad se 
le agregó formalina al 10%y se mantuvo refrigerada entre 4 a 8 °C, para su uso en las TM 
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(Weitz y Tassara, 1989), mientras que la otra mitad se le agregó etanol al 70% y mantenidas 
a -20ºC, para el posterior análisis por PCR (Mercado et al., 2007). 
Las muestras con formalina fueron tamizadas y posteriormente centrifugadas a 
1.500 g por 15 min., para así concentrar los eventuales ooquistes presentes en la muestra. 
Transcurrido este tiempo se eliminó el sobrenadante y desde el sedimento se extrajo una 
pequeña cantidad de muestra con una micropipeta, con la que se realizó un extendido de 1 
cm de largo por 0,5 cm de ancho en un portaobjetos y se dejó secar a temperatura 
ambiente, para la posterior realización de la técnica de ZN. Del mismo sedimento se tomó 
otra pequeña cantidad de muestra y se realizó otro extendido de iguales características 
(duplicado), pero para realización de la técnica de AU. 
La tinción de ZN, se realizó de acuerdo a lo descrito por Henricksen y Pohlenz (1981) 
y adaptado por Fayer y Xiao (2008), en tanto que la de AU siguió lo descrito por Fayer y Xiao 
(2008). 
Una muestra se consideró positiva para Cryptosporidium si, al examen microscópico 
directo, se detectaba al menos un ooquiste que cumpliera con los criterios de propiedades 
ópticas (color), estructura interna, tamaño y forma, como se describe en Fayer y Xiao (2008) 
(Figura 8 a y b). Para la correcta lectura de las muestras en el microscopio, se contó con un 
control positivo. Se utilizó una muestra de heces humanas con abundantes ooquistes de 
Cryptosporidium spp., así como heces de bovinos positivos. 
b. Análisis de los resultados por las técnicas microscópicas. 
Se determinó la frecuencia de infección en porcentaje, durante el periodo de 
estudio, mediante los dos métodos microscópicos realizados. 
Los resultados se analizaron mediante la prueba estadística de Mc Nemar, entre los 
resultados de las pruebas de ZN y AU para proporciones correlacionadas o dependientes 
(Remington y Schork, 1970). También se utilizó el Índice Kappa para determinar los niveles 
de concordancia entre ambas pruebas (Fleiss, 1981). 
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Figura 6.a. Ooquistes de Cryptosporidium spp. detectados mediante tinción de Ziehl-
Neelsen en una muestra de heces de ternera diarreica de lecherías de la Región 
Metropolitana, Chile (x 1000). 
Figura 6.b. Ooquistes de Cryptosporidium spp. detectados mediante tinción de 
Aureamina en una muestra de heces de ternera diarreica de lecherías de la Región 
Metropolitana, Chile (x 400). 
Obtenido de: Resultados del presente estudio 
 
c. Confirmación de muestras mediante Crypto Strip ® (CR) 
La prueba de diagnóstico inmunocromatográfica Crypto Strip ® (CORIS Bioconcept, 
Bélgica), fue utilizada para la identificación del parásito en 22 muestras seleccionadas al 
azar, mediante una tabla de números aleatorios, que resultaron positivas (11) o negativas 
(11) a las TM. Este tamaño de muestra (n=11) fue calculado con un nivel de confianza de 
95%, para detectar al menos un caso de enfermedad con un valor estimado de prevalencia 
de 25% (Gorman et al., 1989) y en una población de enfermos de 200 animales (Thrusfield, 
2005). 
De acuerdo a la indicación del laboratorio fabricante, esta prueba diagnóstica posee 
una alta sensibilidad (cercana al 100%) cuando se aplica a heces humanas. Tiene también la 
ventaja de ser independiente de la lectura del operador, pero el inconveniente de un mayor 
costo.  
a b 
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CR se usó solo en las muestras congeladas y de acuerdo a instrucciones del 
fabricante. La prueba se basa en la utilización de un sistema inmunocromatográfico con 
partículas de oro coloidal. Está listo para ser utilizado y sólo requiere una dilución de la 
muestra fecal en una solución tampón proporcionada por el fabricante, que es puesta en 
contacto con una tira reactiva (membrana de nitrocelulosa sensibilizada con anticuerpos 
anti C. parvum). La especificidad de la prueba se asegura mediante el empleo de anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra antígenos de superficie de la membrana del ooquiste, y 
conjugado con el oro coloidal.  
Los kit se conservaron en su envase original, refrigerados a 4°C. Para su utilización, 
los reactivos se dejaron a temperatura ambiente previamente a la realización de la prueba.  
Cuando la tira es sumergida en la suspensión fecal, esta migra con el conjugado por 
difusión pasiva (capilaridad) y llega al primer anticuerpo absorbido en la tira, el monoclonal 
anti Cryptosporidium. Si el parásito está presente en la muestra, éste es reconocido y 
revelado por la aparición de una línea de color rojo. Posterior a esto, la muestra continua 
fluyendo y llega a un segundo reactivo (anticuerpo que es considerado un control) que da 
a lugar a la aparición de una segunda línea roja oscura. Esta última línea indica que la 
cromatografía se ha desarrollado sin impedimentos y sería la única que aparecería en 
pruebas negativas (Figura 7). 
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Figura 7. Observación de la positividad del “kit” inmunodiagnóstico Cryptos Strip ® 
(como prueba confirmatoria), en muestras de terneras diarreicas de lecherías de la 
Región Metropolitana, Chile. 
Obtenido de: Resultados del presente estudio 
 
d. Publicación asociada a la Experiencia 1:  
Cryptosporidium parvum in diarrheic calves detected by microscopy and identified by 
immunochromatographic and molecular methods. Díaz-Lee A, Mercado R, Onuoha EO, 
Ozaki LS, Muñoz P, Muñoz V, Martínez FJ, Fredes F.* Vet. Parasitol. 176: 139–144 (2011). 
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Experiencia 2: 
 
1. Implementar y estandarizar un ensayo de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
género-específico que permita la detección de Cryptosporidium presente en las 
muestras de heces bovinas positivas a técnicas microscópicas (TM) y Crypto Strip ® (CR).  
2. Determinar y comparar la sensibilidad analítica (límite de detección) del ensayo de 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) género-específico y de la tinción de Ziehl 
Neelsen (ZN), en diluciones crecientes de una muestra de heces bovinas positiva a 
Cryptosporidium spp. 
a. Tamaño y procesamiento de las muestras 
El tamaño de muestras, requerido para detectar la enfermedad/infección por el 
método de diagnóstico molecular (PCR), se calculó de acuerdo a lo descrito por Thrusfield 
(2005), que considera que la proporción esperada de positivos cuando la prevalencia en los 
enfermos es de un 25% (Gorman et al., 1989); y cuando el tamaño de la población es de 200 
terneros diarreicos, tabularmente se precisa de una muestra de 11 terneros, para que con 
una seguridad del 95% se detecte a lo menos un ternero positivo. 
Las muestras fijadas o preservadas con etanol, previo tamizaje y centrifugación, 
fueron descongeladas a temperatura ambiente.  
Se tomaron 300 µL de heces a los cuales se les adicionó 300 µL de buffer TE (10 mM 
TRIS-HCl, 1 mM EDTA pH 8.0).  
Una vez realizado lo anterior, las muestras se hirvieron por 1 min. Pasado este 
tiempo se tomaron 200 µL de la solución, a la cual se le añadió 200 µL de SDS 10% más 20 
µL de proteinasa K 10 mg/mL. Las muestras se incubaron durante toda la noche, a 65°C y 
posteriormente se guardaron a -20°C hasta la extracción de ADN (Mercado et al., 2007). 
La extracción de ADN se basó en los protocolos de Mercado et al., (2007), que utiliza 
fenol, alcohol fenol cloroformo isoamílico y alcohol cloroformo isoamílico. El ADN fue 
precipitado con acetato de sodio y posteriormente lavado con etanol 70%. El pellet 
obtenido fue disuelto en 50 µL de agua estéril para PCR. El que finalmente fue visualizado 
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en una corrida electroforética (30-60 min. 50V) en geles de agarosa al 1,5% y teñidos con 
bromuro de etidio.  
b. Implementación del Ensayo de la PCR 
Para la PCR fueron diseñados y utilizados “primers” género-específicos, evaluados 
previamente por Ozaki y Mercado sólo en heces humanas, que amplifican un segmento de 
522 pb de la subunidad 18S del gen ARN ribosomal de Cryptosporidium spp.  
Los primers fueron: 
1. El CR18S3543F (5’ -GTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATC-3’)  
2. y el CR18S31078R (5’-CCTCCAATCTCTAGTTGGC-3’) 
Las muestras a estudiar fueron amplificadas en un volumen de 25 µL con la adición de 20 
ng/µL de cada “primer”, 250 mM de cada nucleótido dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 10x 
de buffer de PCR y 1 unidad de ADN Polimerasa (Paq5000™, DNA Polymerase, Stratagene®). 
La amplificación de PCR fue realizada en un termociclador Swift Maxi Thermal Cycler 
(ESCO®), en condiciones de denaturación inicial a 95°C durante 5 min., seguido por 30 ciclos 
de 94°C de 30 segundos, alineamiento a 55°C durante 30 segundos y extensión a 72°C por 
30 segundos. La extensión final fue a 72°C durante 5 min.   
Se consideró a una PCR positiva por la presencia de una banda de ADN de 522 pb, 
en un gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE y teñido con bromuro de etidio (0,5 μg/mL).  
Como de control de especificidad, se utilizó ADN de Toxoplasma gondii. Como 
control negativo, se usó un pool de muestras de heces negativas para Cryptosporidium spp. 
mediante ZN/AU y Crypto Strip, repetidas 3 veces. Como control de reacción, se utilizó agua 
estéril para PCR (Figura 8). 
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa (1,5%) de los productos de PCR para la 
detección del gen 18S ARNr de Cryptosporidium (522 pb) en muestras de heces de 
terneras diarreicas de lecherías de la Región Metropolitana, Chile. 
M: marcador molecular. Cp: control positivo. Tx: Control de especificidad, ADN de 
Toxoplasma gondii. A: Control del proceso, agua  de PCR. Cn: control negativo, pool de 
muestras de heces negativas a Cryptosporidium spp. Cry: muestras positivas. 
Obtenido de: Resultados del presente estudio 
 
c. Determinación y comparación de la sensibilidad analítica (límite de detección) de las 
técnicas en estudio en muestras de una muestra de heces bovinas positivas al agente.  
Una muestra PCR positiva, se homogenizó y se tamizó mediante rejilla de bronce 
fosfórico. El tamizado se sometió a centrifugación a 430 g por 5-10 min, se eliminó el 
sobrenadante y se re suspendió en agua destilada estéril. Este preparado se utilizó para 
determinar la sensibilidad analítica de las pruebas de ZN y PCR. Para esto, se realizó un 
recuento en cámara de Neubauer del número de ooquistes presentes en la muestra. 
Posteriormente, a través de diluciones crecientes, se ajustó la concentración de los 
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ooquistes del parásito y finalmente se diluyó nuevamente al doble hasta que estos no 
fueron detectados.  
Cada dilución obtenida para determinar la sensibilidad analítica fue sometida a una 
tinción de ZN y a PCR. 
d. Publicación asociada a la Experiencia 2:  
Detection of Cryptosporidium spp. in calves by using a acid fast method and 
confirmed by immunochromatographic and molecular assays. Muñoz P, Fredes F*, Díaz-
Lee A, Mercado R, Ozaki LS. Arch. Med. Vet. 43: 111-116 (2011). 
 
Experiencia 3: 
 
1. Desarrollar un protocolo que permita recuperar, concentrar y detectar ooquistes de 
Cryptosporidium inoculados en diferentes concentraciones de muestras de agua. 
2. Determinar y comparar la sensibilidad analítica (límite de detección) de las técnicas 
microscópicas (TM) y del ensayo de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) género-
específico, en muestras de agua inoculadas con el agente. 
a. Tamaño, recolección y procesamiento de las muestras 
Se utilizaron ooquistes de Cryptosporidium spp. de origen nacional, obtenidos de 
muestras de heces de humanos y de terneras diarreicas de la Región Metropolitana, 
conservadas en los Laboratorios de Parasitología de  las Facultades de, Medicina y de Cs. 
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, respectivamente.  
Estas muestras fueron recolectadas para este estudio o bien en trabajos previos, 
donde en cada una de ellos, fue identificado el agente parasitario por ZN, AU, CR y PCR.  
De estas muestras ya procesadas, se utilizaron tres muestras de terneros y tres 
muestras humanas. 
Los ooquistes de las muestras mencionadas, se inocularon en seis muestras de agua 
destilada, tres de ellas con ooquistes provenientes de terneros y las tres restantes con los 
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de origen humano. El proceso de destilación del agua (por ebullición y condensación), 
asegura que el agua está libre de este agente parasitario. Sin embargo, de igual manera se 
consideró realizar los métodos diagnósticos microscópicos, a muestras de agua destilada 
pre y post inoculación. 
Para inocular los ooquistes de origen animal y humano, se tomaron 500 mg de cada 
muestra de heces y se re suspendieron en 1 mL de agua destilada. Estos preparados, 
conformaron el material para determinar la concentración inicial de ooquistes. Para esto, 
se realizó un recuento en cámara de Neubauer del número de ooquistes presentes en la 
muestra (Schalm et al., 1981). 
Para la evaluación de la TM se inoculó una cantidad inicial de 1x106 ooquistes en 250 
mL de agua destilada, en tanto que para la PCR fue de 1x105 ooquistes en 250 mL de agua 
destilada. En ambos casos, se realizaron diluciones al doble hasta que las técnicas en estudio 
no lograron detectar el agente.  
b. Recuperación y concentración de los ooquistes inoculados en las muestras de agua 
(adaptado de Abramovich et al., 2000; Nikaeen et al., 2005): 
Cada muestra de agua inoculada con los ooquistes de Cryptosporidium fue filtrada 
mediante un sistema de filtración MFS ®, con fuerza de vacío, para un volumen máximo de 
300 mL de muestra, utilizando membranas de nitrocelulosa estériles de tamaño de poro de 
0,2 μ y de un diámetro de 47 mm (MFS ®). Posteriormente, cada una de estas membranas: 
1. Se retiró y lavó en un tubo de centrífuga con 15 mL de agua destilada, con 0,5 % de 
Tween-20 y 0,2 % de dodecil sulfato de sodio (SDS) en partes iguales. 
2. Se rasparon y trituraron, mediante bisturí estéril. 
3. Todo el contenido se centrifugó a 1.500 g durante 15 min, descartando el 
sobrenadante, mientras que  
Para la realización de las TM, el pellet fue resuspendido en 1 mL de etanol 70%. De este  
se extrajeron 50 μL con micropipeta y se realizó un extendido, para cada tinción, de 1 cm 
de largo por 0,5 cm de ancho en un portaobjetos, dejando secar a temperatura ambiente. 
Cada TM se realizó en triplicado por cada dilución. 
Material y Métodos 
 
72 
 
Para la realización de las técnicas moleculares, el pellet obtenido a partir de la 
centrifugación, fue re suspendido en 1 mL de agua destilada y posteriormente se realizaron 
3 lavados con 500 µL de agua calidad PCR mediante centrifugación, con el fin de eliminar 
cualquier residuo de detergentes.  
c. Técnicas microscópicas 
La tinción de ZN, se realizó de acuerdo a lo descrito por Henricksen y Pohlenz (1981) 
y adaptado por Fayer y Xiao (2008) (Figura 9). En tanto que la de AU por lo descrito por 
Fayer y Xiao (2008) (Figura 10). 
 
 
Figura 9. Ooquistes de Cryptosporidium presentes  en  una muestra agua, detectados 
mediante tinción de Ziehl-Neelsen, previa inoculación artificial (x 1000). 
Obtenido de: Resultados del presente estudio 
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Figura 10. Ooquistes de Cryptosporidium presentes  en  una muestra agua, detectados 
mediante tinción de Aureamina, previa inoculación artificial (izq. x 100; der. x 400). 
Obtenido de: Resultados del presente estudio 
 
d. Técnica molecular 
En esta ocasión la extracción de ADN, se basó en la disrupción mecánica de la pared 
del ooquiste, para lo cual se utilizaron perlas de zirconia-sílica en un equipo de mini 
BeatBeater® y  los pasos a seguir fueron los siguientes: 
1. Agregar perlas dezirconia-sílica de 0,1 mm y 1,0 mm en un tubo para BeadBeater en 
cantidades iguales hasta completar 500 μL aproximadamente 
2. Dispensar en el mismo tubo 200 μL de muestra, 300 μL de Buffer TEy 200 μL de 
Buffer de Lisis* 
3. Realizar 2 ciclos en el Mini-BeadBeater® de 80 segundos a 4.600 rpm 
4. Centrifugar a 5000rpm durante 5 min.  
5. Traspasar el sobrenadante a tubo de 1,5mL libre de ADNsa y ARNsa y Añadir 200 μL 
de Binding Buffer*   
Para la purificación del ADN se utilizó el kit comercial High Pure PCR Template 
Preparation Kit de Roche®, según las indicaciones del fabricante. 
Material y Métodos 
 
74 
 
Se realizó un PCR anidado (nested), utilizando como primers externos género-
específicos los descritos por Fayer y Xiao, (2008), que amplifican una región de ~820pb del 
gen 18S ADNr de Cryptosporidium spp. SSU-F3 (5’-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’) y 
SSU-R3 (5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’).  
Las muestras fueron amplificadas en un volumen de 15 μL conteniendo 5 pM/μL de 
cada partidor, 1.5 mM de MgCl2, 10 mM de cada dNTP, 10x de buffer de PCR y 0,75U de Taq 
polimerasa (RBC Bioscience®).  
La amplificación fue realizada en termociclador MultiGene Gradient Thermal Cycler 
TC9600 (Labnet®) con una denaturación inicial a 95ºC durante 5 min., seguido de 35 ciclos 
de denaturación a 94ºC de 45 segundos, alineamiento a 60ºC durante 45 segundos y 
extensión a 72ºC por 1 min. La extensión final fue a una temperatura de 72ºC durante 10 
min.  
El segundo PCR (anidado) amplificó un fragmento de ~522pb, del gen 18S ADNr de 
Cryptosporidium spp. utilizando los primers internos CR18S3543F (5’-
GTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATC-3’) y CR18S_3_1078R (5’-CCTCCAATCTCTAGTTGGC-
3’). La mezcla de PCR fue la misma utilizada para el primer PCR, y la amplificación se realizó 
con una denaturación inicial a 95ºC durante 5 min., seguido de 35 ciclos de denaturación a 
94ºC de 30 segundos, alineamiento a 55ºC por 30 segundos y extensión a 72ºC por 40 
segundos, con una extensión final de 72ºC durante 5 min. 
La detección de los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis de 
10 μL de muestra en gel de agarosa 1,5% con adición de red gel® (Biotium). Se utilizó como 
control positivo ADN de Cryptosporidium spp. obtenido a partir de una muestra de heces 
de ternera, y el control negativo fue agua para Biología Molecular (Merck Millipore®) (Figura 
11). 
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Figura 11. Gel de agarosa 1,5% con los amplificados del PCR anidado aplicado en 
muestras de agua inoculadas con Cryptosporidium spp.  de origen animal.  
E: estándar de peso de 100pb; C+: control positivo; (Nº de ooquistes/250mL) 1: 100.000 
ooquistes; 3: 25.000 ooquistes; 5: 6.250 ooquistes; 7: 1.562 ooquistes; 9: 390,5 ooquistes; 
C-: control negativo. 
Obtenido de: Resultados del presente estudio 
 
e. Determinación y comparación de la sensibilidad analítica (límite de detección) de las 
técnicas en estudio en muestras de agua inoculadas con el agente.  
El punto de corte para determinar cuál fue la última dilución considerada positiva 
para cada TM se obtuvo de aquellas muestras en que al menos uno o dos extendidos del 
triplicado resultó negativo y los otros restantes positivos. Con cada una de estas muestras 
o diluciones seleccionadas se realizaron septuplicados, de manera tal que sólo se dio por 
positivo aquella dilución en la que se obtuvo más del 50% de los extendidos con esta 
condición. Además, se incluyó un control positivo (muestra original humana o bovina) y dos 
controles negativos (del agua destilada pre inoculada y post inoculada, pero post filtrada), 
cada vez que se realizaron las TM en estudio. 
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Con los resultados de las TM, se comparó cual fue la prueba que detectó la menor 
cantidad de ooquistes de Cryptosporidium, en las muestras de agua inoculadas. Los 
resultados se expresaron en ooquistes por mL, siendo la técnica más sensible aquella capaz 
de detectar la menor cantidad de ooquistes/mL (Cuadro 2). 
 
Cuadro 2: Límite de detección de ooquistes de Cryptosporidium spp. mediante las 
técnicas de tinción de Zielh-Neelsen modificado (ZN) y Aureamina (AU), en muestras de 
agua inoculadas con el agente de origen animal. 
 
Dilución Ooquistes / 250 mL Ooquistes / mL ZN AU 
1 1.000.000 4.000 + + 
2 500.000 2.000 + + 
3 250.000 1.000 + + 
4 125.000 500 + + 
5 62.500 250 + + 
6 31.250 125 + + 
7 15.625 62,5 + + 
8 7.812 31,2 + + 
9 3.906 15,6 + + 
10 1.953 7,8 + + 
11 976 3.9 - - 
12 488 1,9 - - 
 
Con los resultados obtenidos con la técnica molecular, se identificó cuál fue el límite 
de detección de este método expresando estos resultados en ooquistes/mL (Cuadro 3). 
Material y Métodos 
 
77 
 
 
Cuadro 3: Límite de detección de ooquistes de Cryptosporidium spp. mediante la 
técnica de PCR anidado y diluciones realizadas en muestras de agua inoculadas con el 
agente de origen animal. 
 
Dilución Ooquistes / 250 mL Ooquistes / mL PCR 
1 100.000 400 + 
2 50.000 200 + 
3 25.000 100 + 
4 12.500 50 + 
5 6.250 25 + 
6 3.125 12,5 + 
7 1.562 6,2 + 
8 781 3,1 - 
9 390,5 1,6 - 
 
Con los resultados obtenidos se pudo comparó e identificó cuál fue la técnica 
(microscópica v/s molecular) con el mejor límite de detección.  
f. Publicación asociada a la Experiencia 3. 
Analytical sensitivity of staining and molecular techniques for the detection of 
Cryptosporidium spp. oocysts isolated from bovines in water samples: a preliminary 
study. Díaz-Lee A, Molina R, Dougnac C, Mercado R, Retamal P, Fredes F.* Arch. Med. Vet. 
47: 91-96 (2015). 
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Cryptosporidium parvum in diarrheic calves detected by microscopy and identified by 
immunochromatographic and molecular methods. Díaz-Lee A, Mercado R, Onuoha EO, 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
En este capítulo se presenta una discusión general sobre los resultados más 
relevantes, ya que los aspectos concretos de cada experiencia se presentan en cada una de 
las publicaciones. 
La prevalencia previamente descrita para este parasitismo en terneros diarreicos de 
lechería y en esta región de Chile, mediante ZN fue de un 23,2% (Gorman et al., 1989). En 
nuestro trabajo las tasas de parasitación alcanzan un valor cercano al 50%, dependiendo de 
la técnica de diagnóstico empleada. Estos resultados revelan un aumento de la frecuencia 
de infección por Cryptosporidium spp., ya que el presente estudio arrojó más del doble de 
infección con el mismo método diagnóstico, la misma especie animal y aproximadamente 
el mismo grupo etario. Esto sugiere que, al menos en los predios analizados de esta región 
del país y en esta especie animal, estamos frente a una infección altamente prevalente y re 
emergente.   
Lo anterior se puede reafirmar, si se considera que los niveles de infección en otras 
zonas del país, como la zona sur, no sobrepasan ni se acercan a los niveles encontrados en 
este estudio, ya que se ha reportado una prevalencia para Cryptosporidium  de alrededor 
de un 30% (Campano, 1997). 
Además, es muy probable que el valor de infección detectado esté subestimando lo 
real, debido a lo descrito en la literatura científica internacional, que indica que un bajo 
número de muestras tomadas por animal durante este periodo de vida, podría revelar una 
prevalencia mucho menor a la que se obtendría si se toma un mayor número de muestras 
por animal. Como por ejemplo dos veces por semana durante un mes, en vez de la muestra 
única que se tomó para este estudio durante el primer mes de vida (Castro-Hermida et al., 
2002a). 
Así también, es conveniente recordar que en el mundo la criptosporidiosis es 
considerada como una zoonosis re-emergente, tanto en seres humanos como en algunas 
especies animales, (Fayer, 2004; Almeida et al., 2006; Sunnotel et al., 2006; Smith y Nichols, 
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2010; Neira et al., 2013; Cacciò y Widmer, 2014). Además, como ya fue indicado, 
Cryptosporidium en la actualidad es uno de los diez principales parásitos transmitidos por 
los alimentos, que causan mayor preocupación en el mundo, sobre todo porque ha 
aumentado tanto el número de casos a nivel mundial, por su distribución global, la 
morbilidad aguda, la morbilidad crónica y el impacto económico (FAO, 2014). Esto puede 
estar originado por el gran aumento de factores que afectarían el sistema inmune, 
provocando inmunodepresión, la cual es una condición preponderante en la presentación 
humana y animal de esta enfermedad (Fayer y Xiao, 2008). 
El primer reporte en Chile de bovinos infectados con Cryptosporidium spp. fue hecho 
por Gorman et al., (1986), mientras la Criptosporidiosis bovina fue reportada por primera 
vez en el mundo a principios de 1970 (Fayer y Xiao, 2008). Sin embargo lo anterior, el mayor 
interés por la criptosporidiosis se estableció con el primer reporte de un caso humano y el 
reconocimiento de que Cryptosporidium tenía importancia médica, lo que también sucedió 
a fines de esa década (Fayer y Xiao, 2008; Del Coco et al., 2009; Cacciò y Widmer, 2014). 
A partir de la fechas indicadas,  la importancia veterinaria y el conocimiento sobre 
de la infección por Cryptosporidium se ha expandido enormemente, sobre todo en el sector 
ganadero más afectado por la criptosporidiosis, como son los terneros jóvenes (Cordero Del 
Campillo et al., 1999; Fayer, 2004; Del Coco et al., 2008; Fayer y Xiao, 2008; Cacciò y 
Widmer, 2014). 
Asimismo, se ha descrito que contribuyen a la presentación clínica de 
criptosporidiosis tanto la falta de absorción del calostro, la mala higiene, y la presencia de 
otros enteropatógenos. Así también, el riesgo de Cryptosporidium es más alto en los 
rebaños con hacinamiento, probablemente a causa de una mala higiene y 
condiciones de manejo (Alonso-Fresán et al., 2005). 
Además, recordemos que tanto en bovinos como ovinos, los animales adultos y 
jóvenes sanos pueden servir como una fuente de infección, manteniendo la 
criptosporidiosis en un rebaño entre períodos de parición, incluso como ha sido descrito, 
con aumento en la liberación de ooquistes de C. parvum al postparto en ovejas (Xiao et al., 
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1994; Ortega-Mora et al., 1999). Esto último, también reportado en el periparto de bovinos 
infectados con C. andersoni, donde no tan solo aumenta el número de ooquistes en las 
heces, ya que se acompaña con un aumento en la prevalencia de la infección (Ralston et al., 
2003). Sin embargo, esto es discutido aún en el ganado bovino, ya que en infecciones por 
C. parvum se ha observado incluso que ocurre lo contrario (De Waele et al., 2012).  
Por último, en relación a la prevención y el control de esta patología, la eficiencia en 
las medidas de manejo de los animales, tanto de tipo alimentario como sanitario son 
primordiales (Cordero del Campillo et al., 1999; Fayer y Xiao, 2008; Cacciò y Widmer, 2014).  
 
En relación a las técnicas microscópicas  
 
Como fue indicado acerca de las diferentes técnicas descritas para el diagnóstico de 
laboratorio de Cryptosporidium, durante décadas los protocolos de rutina utilizaron la 
detección microscópica de la presencia de ooquistes del parásito en heces, previa 
realización de métodos de concentración (Atías, 1998; Cordero del Campillo et al., 1999; 
Fayer, 2004; Fayer y Xiao 2008). En medicina veterinaria, la tinción ZN es el método 
diagnóstico de elección (Georgi y Georgi, 1990; Atías, 1998; Barriga, 2002). En tanto que la 
tinción de AU, ha sido utilizada casi exclusivamente en muestras de origen humano (Atías, 
1998; Fayer, 2004).  
Por lo anterior y ya que en Chile, lugar donde se llevó a cabo este estudio, no existían 
antecedentes del uso de AU en medicina veterinaria, y con el fin de mejorar el diagnóstico 
de este endoparásito protozoario, en el presente estudio se implementó y desarrolló esta 
técnica de tinción, en extendidos de heces concentradas de terneros diarreicos de predios 
lecheros de la Región Metropolitana, para ser comparada con el método de rutina ZN. 
Al pesquisar a Cryptosporidium spp., por ambos métodos diagnósticos, en muestras 
de heces de terneras diarreicas (n=205) provenientes de dos predios lecheros de la Región 
Metropolitana, se encontró un nivel de infección en estas de hasta un 57%, independiente 
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del predio de origen o de la técnica utilizada, ya que este valor fue de un 56,1% si solo se 
considera los resultados con AU, en tanto que para ZN fue de un 49,8%.  
En relación al análisis de los resultados obtenidos, mediante la prueba estadística de 
McNemar se demostró que la diferencia resultante entre ambas técnicas, ZN y AU, fue 
estadísticamente significativa (p ≤ 0,05), lo que pone de manifiesto que existe una 
diferencia entre utilizar una técnica de tinción o la otra. Esto se contrapone con los 
resultados de Brook et al., (2008) en un estudio realizado en 29 muestras de terneros 
igualmente sometidas a ambas técnicas de tinción, en las que no se encontraron diferencias 
significativas (p = 0,25). Igualmente, De Quadros et al., (2006) analizaron 331 muestras de 
heces de animales domésticos, de distintas especies, y detectaron un 7,5 y 5,7% de 
positividad para AU y ZN respectivamente, sin diferencias estadísticamente significativas 
entre ambas técnicas. En el presente estudio, por el contrario, sí se aprecian diferencias 
significativas, con una mayor sensibilidad de la tinción de AU frente a la de ZN. 
En relación con estas técnicas, los primeros estudios determinaron la elección de la 
tinción de AU como método de rutina, debido a que presentó una sensibilidad similar a una 
prueba comercial de inmunofluorescencia (Tee et al., 1993). Posteriormente, considerando 
ambas técnicas, se ha sugerido que la tinción de ZN teñiría una pequeña proporción de los 
ooquistes presentes en una muestra, además de teñir un menor número de ooquistes que 
la técnica de AU (Brook et al., 2008). Este mismo autor estimó una sensibilidad aceptable 
para ambas técnicas de tinción.  
El uso del Índice Kappa permitió determinar los niveles de concordancia entre ambas 
pruebas (Fleiss, 1981), el cual arrojó como resultado que el nivel de concordancia es óptimo 
(con un valor de k = 0.83), mientras que otros estudios han determinado un nivel de 
concordancia como bueno (k = 0,79) (Brook et al., 2008). 
En esta experiencia se compararon también la dificultad de implementar ambas 
técnicas en el laboratorio. La principal ventaja de la técnica de tinción de ZN es su bajo costo, 
sumado a que los extendidos una vez teñidos, pueden ser conservados de forma 
permanente, a diferencia de la tinción de AU (Brook et al., 2008). Esta técnica presenta 
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ciertas desventajas con respecto al método de rutina de ZN. Entre éstas, la fluorescencia 
del fondo de la muestra podría representar un problema de lectura en AU si la muestra 
presenta una gran cantidad de detritos fecales (Weber et al., 1991). Aun así, si se cuenta 
con el personal capacitado, y el equipo necesario para la realización, la técnica de tinción 
de AU, según el presente estudio, resulta ser mejor. 
Teniendo en cuenta que las pruebas de diagnóstico basadas en la observación 
microscópica de aspectos morfológicos de los agentes infecciosos, tienen la desventaja de 
ser totalmente operador-dependiente, en este estudio se empleó, por primera vez en Chile, 
una prueba de inmunodiagnóstico para confirmar los resultados obtenidos en la pesquisa 
de este parásito en muestras fecales de bovinos. 
Mediante la técnica inmunocromatografica Crypto Strip® fue posible detectar 91% 
(10/11) de las muestras positivas a ooquistes de Cryptosporidium por ZN y AU, mientras que 
el 100% de las muestras de las once negativas a ZN y AU también 
fueron negativas. Esta experiencia, permitió demostrar que CR es una alternativa rápida e 
independiente del operador, aunque más cara, para el diagnóstico de la criptosporidiosis 
bovina en Chile. Lo anterior, precisamente ya ha sido descrito, así por ejemplo Fayer y Xiao 
(2008), al ponderar las ventajas y desventajas de los métodos diagnósticos utilizados para 
pesquisar ooquistes de Cryptosporidium en muestras de heces, otorga a la técnica  
inmunocromatografica  la mejor evaluación, incluso a nivel de costo y beneficio (Cuadro 4). 
  
Cuadro 4: Ventajas y desventajas de los métodos diagnósticos utilizados para identificar 
ooquistes de Cryptosporidium spp. en muestras de heces. 
Obtenido de: Fayer y Xiao, 2008. 
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Sin embargo, es necesario considerar que el límite de detección indicado por el 
fabricante para CR es de 200 ooquistes en 100 µL de heces y que es una prueba de detección 
de la fase aguda de la infección, por lo que las muestras recolectadas con posterioridad a 
esta fase, podrían contener concentraciones de antígenos muy bajos para su detección 
(CORIS, 2001).   
Esta prueba además permitió identificar la presencia de C. parvum, lo que luego fue 
confirmado en tres de estas muestras positivas a CR, ZN y AU, mediante el uso de un método 
de PCR especie específico (Mercado et al., 2007).  
Al respecto, C. parvum ya había sido  identificado por PCR en bovinos chilenos, pero 
en la Región de Valparaíso (Neira-Otero et al., 2005). Sin embargo, el presente estudio es la 
primera identificación de infección por C. parvum en el ganado bovino de la Región 
Metropolitana de Chile utilizando PCR. 
Resulta de interés analizar y discutir los resultados según la edad de los animales. Se 
ha informado que los terneros de 1 mes de edad son los más comúnmente infectados con 
Cryptosporidium spp. Según la bibliografía consultada, no se han encontrado animales 
menores de 4 días infectados naturalmente y de 3 días en infecciones experimentales con 
este endoparásito (Sturdee et al., 2003; Kvác et al., 2006; Fayer y Xiao, 2008, Cacciò y 
Widmer, 2014), pero sí existen infecciones descritas después de los  4 a 14 días de vida (Del 
Coco et al., 2008; Fayer y Xiao, 2008; Cacciò y Widmer, 2014). La mayor prevalencia 
reportada a Cryptosporidium se produce en terneros de entre 8-14 y 15-21 días de edad, así 
como también, el mayor riesgo de infección (De la Fuente et al., 1999). En el presente 
estudio, la mayor intensidad de infección se observó en los animales de entre 7 y 14 días de 
edad (63%), como ya se ha reportado. Sin embargo, el hallazgo de 2 animales positivos 
(2,5%) a este protozoario al día de nacido (dato no publicado), es decir durante el periodo 
prepatente, antes de los 3 a 4 días de infección, hace necesario iniciar estudios en esta línea, 
que permitan identificar la vía de infección, ya sea para confirmar así como para entender 
este resultado. Por lo anterior, esta sería la primera descripción de Cryptosporidium spp. en 
animales de un día de edad y podría sugerir la posibilidad de nuevas vías de transmisión, 
diferentes a las normalmente descritas para este endoparásito. 
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En relación a las técnicas moleculares  
 
Con el fin de mejorar la sensibilidad y especificidad de los métodos diagnósticos 
microscópicos, se han desarrollado numerosos protocolos moleculares para muestras 
clínicas y ambientales (Muccio et al., 2004), ya que se indica que serían capaces de detectar 
hasta 500 ooquistes por gramo de heces, es decir entre 100 y 1.000 veces más sensible que 
las técnicas de rutina (Atías, 1998).  
Estos métodos además de tener una alta sensibilidad y especificidad, han 
demostrado la ventaja de permitir el análisis rápido de gran número de muestras, a bajo 
costo y la posibilidad de discriminar entre especies (Johnson et al., 1995; Rochelle et al., 
1997). Lo anterior, considerando los recursos del laboratorio, ya que este debe tener la 
infraestructura, el equipamiento, el personal entrenado y los conocimientos 
correspondientes (Cacciò y Widmer, 2014). 
En el mundo,  el desarrollo del primer ensayo de PCR para el diagnóstico de 
Cryptosporidium en las heces fue en los años 90. Desde esa década hasta la fecha, se han 
desarrollado muchas técnicas de PCR para la detección de ooquistes de Cryptosporidium, 
tanto en muestras clínicas como ambientales (Fayer y Xiao, 2008).  
En Chile, Neira (2005) indica en una carta al editor de la Revista Médica de Chile, 
que: “no se han reportado estudios mediante métodos moleculares”, antes de esa fecha. 
Es por esto que en nuestro país, hasta la fecha de las publicaciones generadas, se 
puede afirmar que existía sólo un estudio realizado en PCR para el diagnóstico de este 
agente parasitario en bovinos, pero como fue indicado, en la Región de Valparaíso (Neira-
Otero et al., 2005), y junto a éste, existe al menos uno más que ha sido realizado en 
medicina humana para la pesquisa de Cryptosporidium en Chile (Neira-Otero et al., 2005; 
Mercado et al., 2007). 
Los “primers” utilizados para implementar y estandarizar un PCR género-específico 
del presente estudio, fueron teóricamente evaluados mediante BLAST, corroborando que 
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sus secuencias tuvieran una alta homología con las distintas especies de Cryptosporidium 
reconocidos hasta la fecha de la publicación. 
Durante el desarrollo del estudio se observó que de las 58 muestras en total 
analizadas para el ensayo molecular, hubo producto de amplificación para el gen 18S ARNr 
en 37 de éstas (64%). En esta prueba, es importante tener en cuenta que todas las muestras 
sometidas a estudio molecular habían demostrado positividad a la técnica microscópica de 
ZN y CR. Algunas de estas muestras positivas, sin embargo, no permitieron amplificar la 
secuencia blanco del protozoo. 
Las posibles explicaciones para los resultados PCR falsos negativos, podrían estar 
dadas por una inadecuada distribución de los ooquistes dentro de la muestra a estudiar, 
y/o por el fracaso en la destrucción de la pared del mismo, y/o por la presencia de 
inhibidores de la reacción. Lo anterior provocaría una menor liberación del ADN 
(Wiedenmann et al., 1998; Scorza et al., 2003; Fayer y Xiao, 2008; Cacció y Widmer, 2014) 
lo que finalmente se traduce en una falla en la amplificación del material genético, y/o a la 
variabilidad genética en la región a amplificar.  
En el presente estudio se utilizó para la detección de material genético parasitario 
la subunidad 18S ARNr, porque presenta al menos 20 copias por parásito y posee tanto 
regiones conservadas como hipervariables (Slapeta, 2009; Xiao, 2010). A partir de esta 
subunidad se pueden diseñar “primers” género específicos, debido a que este gen muestra 
un 99% de homogeneidad entre las diferentes especies de Cryptosporidium (Lowery et al., 
2000). Con esto se podría pensar que una posible variabilidad genética en la región a 
amplificar, si existe, no debería influir en la aparición de falsos negativos. 
Un estudio describe que la región 18S es esencial para futuros estudios especie-
específicos, debido que a lo largo de la secuencia de este gen existen regiones como la 5,8S 
ARNr que permite diferenciar las distintas especies de Cryptosporidium, lo que permitiría a 
futuro diseñar, a partir de esta región, “primers” especie-específicos (Zhou et al., 2007). 
De acuerdo con la revisión realizada, este es el primer estudio a nivel nacional que 
incorpora, al menos en bovinos, la estimación del límite de detección de un ensayo 
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molecular versus uno microscópico tradicional y que corresponde al método de rutina de 
los laboratorios veterinarios en nuestro país. 
Al comparar la sensibilidad analítica del ensayo de la PCR en diluciones crecientes 
de muestras de heces bovinas positivas a Cryptosporidium spp. por ZN y confirmadas por 
CR, mediante la determinación del límite de detección del PCR y del ZN, el PCR desarrollado 
logró detectar aproximadamente 104 ooquistes/mL de heces, equivalente a 2,3 x 103 
ooquistes totales en los 200 µL de muestra analizada, versus ZN en que se logró detectar 
hasta 2 x 104  ooquistes/mL de heces, equivalente a 4,6 x 103 ooquistes totales  en los 200 
µL de muestra analizada.  
Los resultados del presente estudio al ser contrastados con otros estudios realizados 
en veterinaria a la fecha de la publicación, que fueron hechos en heces de bovinos y gatos, 
realizaron una purificación diferente, por flotación, y la técnica comparada fue una ELISA o 
un IFI (Leng et al., 1996; Scorza et al., 2003). A pesar de lo anterior, en ellos se concluye, al 
igual que en éste, que la PCR es el método más sensible, al ser capaz de detectar una menor 
cantidad de ooquistes que el otro método evaluado. 
Dado el resultado del único trabajo nacional publicado, que desarrolló un protocolo 
molecular diferente al de este estudio, el cual utilizó en primer lugar un “kit” de extracción 
de ADN, y en segundo lugar un ensayo de PCR que incluyó endonucleasas de restricción, 
PCR anidado y RFLP-análisis de un fragmento del gen ARNr SSU distinto al del presente 
trabajo (Neira-Otero et al., 2005), se puede afirmar que al igual que estos autores, el 
presente estudio logró diagnosticar a Cryptosporidium en heces bovinas, pero utilizando 
una secuencia blanco diferente.  
Además, en el estudio realizado por Neira-Otero et al. (2005), de 127 muestras de 
heces de bovinos, sanos y diarreicos, en sólo una de ellas se detectó Cryptosporidium 
(0,78%), indicando que existe una baja prevalencia en los bovinos muestreados. Sin 
embargo, al contrastar esta cifra con las publicadas con anterioridad y realizada con técnicas 
microscópicas, menos sensibles, se aprecia que los resultados no concuerdan, ya que se 
indican niveles de prevalencia mayores, cercanas al 30% en bovinos general y 23% en 
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terneros diarreicos. Por su parte, en el presente estudio se obtuvo una prevalencia 
intrapredial cercana al 50% en terneros diarreicos de la Región Metropolitana, y con la 
técnica molecular se logró detectar más de un ternero diarreico, llegando a ser un 64% de 
las muestras analizadas (n=58). Lamentablemente el estudio de Neira-Otero et al. (2005) 
no menciona cuantos animales dieron positivo o negativo a ZN. 
 
En relación con la detección de Cryptosporidium en agua 
 
En Chile, hasta la fecha de la publicación, existen sólo antecedentes de dos 
laboratorios que realizan protocolos de detección microscópica del agente en muestras de 
agua, nuestro Laboratorio de Parasitología de la Facultad de Ciencias Veterinarias y 
pecuarias de la Universidad de Chile y uno del Ministerio de Salud. Sin embargo, no existían 
estudios de comparación de sensibilidad de éstas, a partir de fuentes de agua. A nivel 
internacional, son escasos los estudios acerca del uso de estas técnicas en la detección del 
parásito en muestras ambientales, a pesar que existen antecedentes de la transmisión de 
este agente zoonótico por el agua. Uno de estos trabajos es el de Arnedo et al., (2008), que 
utilizaron dos pruebas microscópicas como son inmunofluorescencia directa (IFD) y ZN. 
Además, la pesquisa de Cryptosporidium en el agua potable no es realizada como 
procedimiento de rutina, debido a que los métodos utilizados para el diagnóstico son 
laboriosos, de elevado costo y consumen mucho tiempo por parte de los operadores (Smith 
y Nichols, 2010). 
El presente estudio logró desarrollar un protocolo que permitió recuperar, 
concentrar y detectar ooquistes de C. parvum, a partir de muestras de agua inoculadas con 
diferentes concentraciones del agente, con las técnicas descritas. Así también, se determinó 
y comparó la sensibilidad analítica o límite de detección de cada una de las técnicas en 
estudio, utilizadas en la detección del agente. Además este es el primer trabajo a nivel 
nacional, hasta la fecha, en que los métodos diagnósticos mencionados son utilizados en 
esta matriz. 
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A partir de los resultados, se demuestra que ambas técnicas de tinción, son capaces 
de detectar concentraciones de ooquistes tan bajas como las dosis infectantes descritas 
para este parásito, es decir de 1 a 30 ooquistes (Dupont et al., 1995; Guerrant, 1997; García, 
1999; Okhuysen et al., 1999; Fayer, 2000; Dillingham et al., 2002; Zanaro y Garbossa, 2008). 
Además, se determinó que la elección de uso de una u otra tinción en la pesquisa de 
este parásito en muestras de aguas, no se basaría en la sensibilidad de las técnicas, sino en 
ventajas y desventajas metodológicas para su implementación.  
A nivel mundial se han realizado numerosos intentos por desarrollar una técnica 
molecular para la detección sensible, específica y rápida de ooquistes de Cryptosporidium 
spp. en muestras de agua contaminadas (Zarlenga y Trout, 2004; Fayer y Xiao, 2008). Estos 
intentos se basan en que la amplificación de un gen blanco mediante PCR permite la 
detección de bajos números de ooquistes en muestras purificadas (Johnson et al., 1995; 
Lowery et al., 2000). Además, la realización de un PCR anidado, mejora aún más la 
sensibilidad de la técnica (Nikaeen et al., 2005). 
Nikaeen et al., (2005) evaluaron la sensibilidad de la técnica de PCR en muestras de 
agua inoculadas con distintas diluciones de ooquistes, detectando por medio de una PCR 
convencional, hasta aproximadamente 102 ooquistes, mientras que con PCR anidado 
detectaron hasta 1 ooquiste, demostrando que la realización de un PCR anidado podría 
aumentar la sensibilidad de la detección de 100 a 1 célula.  
En el presente estudio, se determinó la sensibilidad analítica de la técnica de PCR 
anidado, obteniendo resultados positivos hasta la dilución de 6 ooquistes/mL, por lo que el 
protocolo analizado cumpliría con la exigencia de detectar niveles bajos de ooquistes 
presentes en muestras de aguas, considerando la baja dosis infectante y la baja carga de 
ooquistes presentes en muestras ambientales.  
Por todo lo anterior, los métodos empleados pueden ser considerados como la base 
para, en un futuro cercano, implementar métodos de muestreo de aguas naturalmente 
infectadas, así como de protocolos de diagnóstico moleculares que permitan determinar la 
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carga parasitaria y las especies presentes en muestras medio ambientales, como son las de 
agua superficiales.  
Es necesario hacer énfasis en la importancia de incluir la detección de 
Cryptosporidium spp. como indicador de la calidad del agua, ya sea en aguas tratadas o 
potabilizadas, debido a que los actuales parámetros de medición de calidad de esta, a nivel 
nacional, no consideran la pesquisa de este parásito. Lo anterior, a pesar que está descrito 
que su presencia en el agua potable, implica la contaminación con material fecal en esta 
matriz y con esto la presencia de otros microorganismos contaminantes perjudiciales para 
el hombre y los animales (Smith y Nichols, 2010), por lo que su hallazgo, podría ser utilizado 
como un indicador de calidad e inocuidad de agua potable. 
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CONCLUSIONES 
 
1. Al pesquisar Cryptosporidium spp. mediante Zielh-Neelsen y Aureamina en 
muestras de heces bovinas, fue posible determinar que la criptosporidiosis 
bovina es una infección parasitaria de alta frecuencia en terneros recién nacidos 
con diarrea en predios lecheros, en estudio, de la Región Metropolitana 
(Santiago) de Chile. 
 
2. Mediante el método Cryptos Strip® fue posible identificar la presencia de 
Cryptosporidium parvum, lo que fue corroborado además por la realización de 
una PCR específica de la especie en unas pocas muestras tomadas al azar. 
 
3. Al analizar y comparar los resultados obtenidos por ambas técnicas 
microscópicas, Aureamina fue más sensible que Zielh-Neelsen (p <0,05) y la 
concordancia entre los dos métodos fue casi perfecta (valor kappa de 0,83). 
 
4. Se logró confirmar las muestras de heces bovinas positivas a Cryprosporidium 
spp.  mediante el “kit” Crypto Strip ®. Desde el punto de vista diagnóstico, la 
combinación de Zielh-Neelsen con Cryptos Strip® permitiría reducir la desventaja 
de Zielh-Neelsen de ser una prueba operador dependiente. 
 
5. Fue posible implementar y estandarizar un Reacción de la Polimerasa en Cadena 
género-específico que permitió la detección de Cryptosporidium presente en las 
muestras de heces bovinas positivas a Zielh-Neelsen, Aureamina y al “kit” Cryto 
Strip ®. 
 
6. La Reacción de la Polimerasa en Cadena género-específico tuvo una mayor 
sensibilidad analítica o mejor límite de detección, en las muestras de heces 
bovinas positivas a Cryptosporidium spp., en comparación a ZN.   
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7. Las técnicas microscópicas de Zielh-Neelsen y Aureamina, en muestras de agua 
inoculadas con el agente, tienen una similar sensibilidad analítica. 
 
8. La Reacción de la Polimerasa en Cadena convencional desarrollada tuvo una 
sensibilidad analítica menor, en muestras de agua inoculadas con el agente, en 
comparación con el desarrollo y aplicación de una Reacción de la Polimerasa en 
Cadena anidada género-específica. 
 
9. El protocolo utilizado para recuperar, concentrar y detectar ooquistes de 
Crypstosporidium inoculados en diferentes concentraciones de muestras de 
agua, lograría el requisito para detectar niveles bajos de ooquistes del parásito 
en muestras de agua. 
 
10. Por último, de acuerdo a lo propuesto y los resultados obtenidos, se aceptan 
ambas hipótesis de partida de este trabajo de investigación, puesto que: 
H1: Los métodos microscópicos tradicionales (Ziehl-Neelsen modificado y 
Aureamina) y la Reacción de la Polimerasa en Cadena género-específico 
permiten detectar Cryptosporidium spp. en muestras de heces y agua 
contaminadas o inoculadas artificialmente con este agente zoonótico 
H2: La Reacción de la Polimerasa en Cadena es capaz de detectar una menor 
cantidad de ooquistes de Cryptosporidium spp. por volumen de muestra de agua 
que la pruebas microscópicas tradicionales. 
 
Publicación asociada a las conclusiones 1, 2, 3, 4 y 10:  
Cryptosporidium parvum in diarrheic calves detected by microscopy and identified by 
immunochromatographic and molecular methods. Díaz-Lee A, Mercado R, Onuoha EO, 
Ozaki LS, Muñoz P, Muñoz V, Martínez FJ, Fredes F.* Vet. Parasitol. 176: 139–144 (2011). 
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Publicación asociada a las conclusiones 4, 5, 6 y 10: 
Detection of Cryptosporidium spp. in calves by using a acid fast method and 
confirmed by immunochromatographic and molecular assays. Muñoz P, Fredes F*, Díaz-
Lee A, Mercado R, Ozaki LS. Arch. Med. Vet. 43: 111-116 (2011). 
 
Publicación asociada a las conclusiones 7, 8, 9 y 10: 
Analytical sensitivity of staining and molecular techniques for the detection of 
Cryptosporidium spp. oocysts isolated from bovines in water samples: a preliminary 
study. Díaz-Lee A, Molina R, Dougnac C, Mercado R, Retamal P, Fredes F.* Arch. Med. Vet. 
47: 91-96 (2015). 
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RESUMEN 
 
Cryptosporidium spp. es un importante parásito protozoario, mundialmente 
distribuido, que causa enfermedad digestiva en diferentes especies animales, 
especialmente a terneros menores de 30 días de edad, incluido el humano. Los ooquistes 
excretados por las heces, que son inmediatamente infectantes y resistentes, contaminan 
aguas y suelos, constituyendo una amenaza para la salud pública. Debido al escaso número 
de ooquistes presentes en el ambiente y su reducida dosis infectante se hacen necesarios 
métodos rápidos y sensibles para su detección en muestras animales y ambientales. Por lo 
anterior el objetivo de este estudio fue contribuir al conocimiento del diagnóstico de 
laboratorio tanto microscópico como molecular de Cryptosporidium spp. en muestras de 
heces diarreicas de terneros y de agua inoculada con el agente, mediante la 
implementación y estandarización de protocolos microscópicos tradicionales y un ensayo 
de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) género-específico. Para lo anterior, se 
utilizaron y analizaron 205 muestras fecales diarreicas de terneros, comparando la 
eficiencia de dos métodos de tinción microscópicas para el diagnóstico del parásito, el de 
Auremina (AU) y el de Ziehl-Neelsen modificado (ZN). Por primera vez en Chile se usó una 
prueba inmunocromatografica (CR) y una molecular (PCR) para confirmar la observación 
microscópica de los ooquistes de Cryptosporidium spp. en la muestras fecales de bovinos 
estudiadas. De las 205 muestras fecales, se detectaron 115 muestras positivas con AU 
(56,1%) y 102 con ZN (49,8%), resultado que mostró diferencias significativas (p ≤0,05), al 
ser AU más sensible. Por otro lado, la concordancia entre los ambos métodos fue casi 
perfecta (valor kappa de 0,83). El método CR y la realización de una PCR especie específica, 
también permitieron determinar la identidad de la especie del parásito detectado, como 
Cryptosporidium parvum. Esta última prueba, realizado en unas pocas muestras tomadas al 
azar. Así también, de las 102/205 muestras positivas a ZN, se seleccionaron al azar 58 para 
confirmar los diagnósticos mediante CR y todas resultaron también positivas. Diez muestras 
fecales ZN negativas, también fueron confirmadas como negativas mediante CR. La PCR 
género específica desarrollada, confirmó 37 de la 58 ZN positivas (64%) y dio negativa al 
100% de las diez muestras CR negativas. La técnica molecular desarrollada fue capaz de 
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detectar muestras fecales con hasta 104 ooquistes/mL, en comparación con ZN que detectó 
hasta 2 x 104 ooquistes/mL. Por último, la sensibilidad analítica de AU, ZN y PCR anidado 
género específico en muestras de agua inoculadas con el agente, demostraron que ambas 
tinciones tienen similar sensibilidad analítica, detectando aproximadamente ocho 
ooquistes/mL, mientras que el PCR anidado detectó hasta seis ooquistes/mL. Todos estos 
resultados permiten concluir que la criptosporidiosis bovina es una infección parasitaria de 
alta frecuencia en terneros recién nacidos con diarrea en predios lecheros en la Región 
Metropolitana (Santiago) de Chile; así también, se puede afirmar que desde el punto de 
vista diagnóstico, la combinación de ZN con IC permitiría reducir la desventaja de ZN de ser 
una prueba operador dependiente; que el desarrollo de un PCR anidado género específico, 
permitió incrementar el rendimiento de la PCR como prueba diagnóstica en las muestras de 
agua inoculada con el agente; y que los métodos diagnósticos en estudio, así como los 
protocolos de inoculación y recuperación de ooquistes, son eficaces para detección del 
parásito en agua, contribuyendo a la implementación de protocolos de diagnóstico 
estandarizados en muestras de agua ambientales.  
 
Palabras clave: Cryptosporidium, diagnóstico, ternero, agua, Ziehl-Neelsen, Aureamina, 
PCR, Chile. 
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SUMMARY 
 
Cryptosporidium is an important protozoan parasite, globally distributed, that 
causes digestive disease in different animals, especially in neonates and young bovines, 
including humans. Excreted oocysts are immediately infective, resistant and contaminate 
water and soil, constituting a public health threat. Sensitive and fast methods to detect 
oocysts in water samples are necessary due to the small number of oocysts present in the 
environment and their low infectious dose. Therefore, the aim of this study was to 
contribute to the knowledge of the laboratory diagnosis of Cryptosporidium spp., both 
microscopic and molecular, in diarrheal stool samples from calves and water samples 
inoculated with the agent, through the implementation and standardization microscopic 
traditional protocols and gender-specific PCR. Fecal samples of 205 newborn calves with 
diarrhea were studied and used for comparing the efficiency of two microscopic staining 
methods for diagnosis of the parasite, the auramine (AU) and a modified Ziehl-Neelsen (ZN) 
procedure. For the first time in the country, an immunochromatographic and a molecular 
assay were used to confirm the microscopical observation of Cryptosporidium spp. oocysts 
in the bovine samples studied. Out of the 205 fecal samples, we detected oocysts in 115 
(56.1%) with AU and 102 (49.8%) with ZN. Comparison of results obtained with the two 
microscopic techniques showed significant difference (p ≤ 0.05), AU being more sensitive. 
On the other hand, concordance between the two methods was almost perfect (kappa 
value of 0.83). The results with these two operator dependent methods were confirmed 
using an operator independent immunochromatographic (IC) method. The IC method also 
enabled us to determine the identity of the parasite species as that of Cryptosporidium 
parvum. Identification of the parasite species was further corroborated by performing a 
Cryptosporidium species-specific polymerase chain reaction (PCR) test on few samples 
taken at random. A total of 205 fecal samples were stained with acid-fast method (Ziehl 
Neelsen, ZN) and 102 (49.8%) were found to have parasite oocysts. From these ZN positive 
samples, 58 were randomly selected and were all confirmed positive by the 
immunochromatographic test (IC). Conversely, 10 ZN negative samples were all negative by 
using IC test. A genus-specific molecular assay (18S ribosomal RNA PCR) was designed and 
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carried out in the study of the 58 ZN/IC positive and the 10 ZN/IC negative faecal samples 
for the detection of Cryptosporidium spp. 37 (64%) samples were confirmed positive by this 
genus-specific PCR assay while all the 10 ZN/IC negative samples yielded no amplification. 
Detection limit of the genus-specific PCR was compared with the ZN staining method. Fewer 
parasites were detected by PCR (104 oocysts/mL) when compared to ZN (2 x 104 
oocysts/mL). Water was inoculated with oocysts using serial dilutions, and then a water 
filtration method was used to recover the parasite oocysts. The staining techniques had 
similar analytical sensitivity, detecting 8 oocysts/mL, while the nested PCR detected down 
to 6 oocysts/mL. Overall, the results showed a high number of infected animals suggesting 
the parasite C. parvum as a major parasitic disease agent of neonatal calves with diarrhea 
in dairy farms of the Metropolitan Region (Santiago) of Chile. The ZN stain method is 
extremely operator dependent, but this disadvantage can be reduced by combining ZN with 
the IC test. The nested PCR, would accomplish the requirement to detect low levels of 
oocysts in water samples, given the low infective dose and low oocyst burden present in 
environmental samples. All of these methods are effective for Cryptosporidium spp. 
detection in water samples, contributing to the implementation of standardized diagnostic 
methods for environmental water infectious agents. 
 
Key words: Cryptosporidium, diagnosis, calves, water, Ziehl-Neelsen, Auramine, nested PCR, 
Chile.
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